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Pocatky ABR analyzatoru

plvodni pristroje ABR analyzatorQ vyuzivaly Astrupovu ekvilibra¢ni metodu, kdy se
stanovovalo pouze pH a aktualni hodnota pCO,

vyvojem selektivnich elektrod k mereni pCO, a pO, zacala éra analyzatori k
pfimému méreni acidobazickych parametru a krevnich plyn(

tfi zminéné elektrody pH, pCO, a pO, umisténé v termostatovém prostoru (37°C)
zasahuji svymi mérnymi konci do sklenéné kapilary, do které se nasava mereny
vzorek nesrazlivé krve

po ustaleni méficich procesi na elektrodach se namérené veli¢iny zaznamenaji a
kapilara se odsatim vyprazdni, opakované se promyje promyvacim roztokem a
pripravi se k nasati a méreni dalSiho vzorku krve

vedle pfimomerenych parametrd (pH, pCO,, pO,) analyzatory dopocitavaji dalsi
hodnoty: bikarbonaty (NaHCO,), deficit bazi (,base deficit, BD), nadbytek bazi
(,base exces“, BE) a saturaci hemoglobinu kyslikem

noveéjsi analyzatory umoznuji za poutziti ionotové-selektivnich elod stanovit Na, K, Cl,
Ca, Mg, v pripadé enzymovych elod laktat a glukézu a spetrofotometricky frakce
hemoglobinu (oxyhemoglobin, karbonylhemoglobin, methemoglobin) 2



Potenciometrie

mereni rozdilu potencialu (napéti) mezi dvéma
elektrodami, ponorenymi do analyzovaného
roztoku

jedna z elektrod je referencni (srovnavaci) a ma
konstantni potencial, nezavisly na slozeni vzorku

potencial druhé, indikacni (mérné) elektrody zavisi
na aktivite Ci koncentraci merené latky v roztoku

N4

rozdil potencialu mezi obéma elektrodami se meéri
milivoltmetrem s vysokym vstupnim odporem



Ampeéerometrie

» polarografie provadena na tuhych elektrodach

» pri méreni O, se pouziva pO, Clarckova kyslikova
elektroda

— sklada se z polarizovatelné platinove katody a stribrné
anody

— na elektrody je vioZzeno konstantni stejnosmeérné napeéti -
> kyslik se redukuje na katodé

— protékajici proud se meri galvanometrem



Referencni elektrody

e Vodikova — referencni — Pt potazena platinovou

cerni nasycenou vodikem — nulovy potencial —
neprakticka

e Kalomelova — Hg potazena Hg,Cl, v

nasyceném roztoku KC| — staly
potencial
e Argentchloridova — Ag dratek potazeny AgCl v
HCl nebo alk. chloridu — staly
potencial



Referencni elektroda -

ABLS80O Flex

Argentochloridova

tvorena sklenénou trubickou, ve které je umistén

stribrny dratek potazeny AgCl

dratek ponoren do roztoku 4M formiatu sodného

(HCOONa) s pH regulovanym na 5,5 pomoci HC| ->

roztok udrzuje kontakt mezi potazenym dratkem a
vzorkem

dolni cast elektrody tvori tfivrstva membrana

regulace koncentrace chloridl v roztoku pomoci
chloridd v promyvacim roztoku obtékajicim vnéjsek
membrany ->zabranéni prechodu Cl pres membranu =
stabilnéjsi potencial

elektroda uzavrena v elektrodovém obalu (gumovy

prstenec mezi nimi slouzi jako prevence odparovani Ci
unikani elektrolytu)

— Electrode contact

Electrode jacket

Electrolyte

Ag rod coated
with AgCl

3-layer membrane




Typ elektrody Meéreny iont

Sklenéna elektroda H*, Na*

PVC membranova elektroda K*, Nat*, Cl, Li*, Ca** , Mg?**

pCO2 H* (zména pH vlivem CO,)




Sklenena elektroda

Reakce sklenéné membrany na pH poprvé demonstrovana
1906

Prakticka aplikace 1930

Nejcasteji pouzivana potenciometricka elektroda

Pro méreni pH v nejriznéjsich matricich, vznik potencialu na
zakladé vyménnych déju

Souvislost s konstrukci elektrody na stanoveni parcialniho

tlaku CO, (pCO,;Severinghaus 1950) - umoZnéna vyroba
analyzatort ABR

Membrana sklenéné elektrody sloZena ze smési SiO, (Al,O,)
s pridavkem oxidu alkalickych zemin nebo alkalickych kovu

RUznym sloZzenim pouzitého skla je moiné dosahnout rizné
selektivity pro méfené ionty (K+, Na+, Cl-, Li+, Ca’+ , Mg?+)

Vnitrni napin 0,1 M HCI nebo pufr o pH 4-8
Svod tvori argentchloridova nebo kalomelova elektroda



Typicke slozeni selektivni sklenéné hmoty pro H*:
22% Na,O, 6% Ca0, 72% SiO,
(selektivita: H* >>> Na* > K*)

Mirnou zménou slozeni sklenéné hmoty se zmeni selektivita
ve prospech Na*:
11% Na,O, 18% Al, O;, 71% SiO,
(selektivita: H* > Na* > K*)

Tim je umoznéeno pouziti sklenéné elektrody k méreni Na* pri
pH bézném v krevnich vzorcich.



Mereni pH

Po ponoreni do roztoku s obsahem vodikovych kationtu
-> difuze

H* ionty difunduji pres sklenénou sténu elektrody do
vnitrniho roztoku az se vnitfni roztok nabije na takovy
potencial, ktery zacina jiz odpuzovat dalsi protony

Dynamicka rovnovaha - potencial sklenéné elektrody
dosahne rovnovazné hodnoty - umeérna koncentraci
vodikovych iontu v roztoku

Zavislost potencialu sklenéné elektrody na pH ma
primkovy charakter témer v celém rozsahu hodnot pH.

pH-metry — kalibrace sadou tlumivych roztokl o znamé
hodnotée pH
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pH ELEKTRODA
(sklenéna elektroda)

tésnici krouzek

pufr obsahujici chloridovy ion

vzduchova bublina

prevleéna upevnujici matice
stfibrny dratek potazeny AgCl

plastikovy obal

pH senzitivni sklenéna membrana




pH elektroda - ABL800 Flex

sklenéna elektroda

napln tvorena pufrem do kterého zasahuje Ag/AgCl
dratek

Ve Spicce elektrody je vzduchova bublina -> =)
kompenzace teplotnich zmén objemu vnitrniho pufru

Electrode contact

Electrode

Na obou stranach membrany dochazi k vymeéné
vodikovych iontud z roztoku za ionty kovu z povrchu
skla

j# AR — Inner buffer
Ustanovuje se potencial. Velikost potencialu je Umérna : ( i
rozdilu pH vnitfniho pufru a méreného roztoku = zavisi = | |
na aktivité vodikovych iontl ve vzorku }
Nova elektroda musi byt pred instalaci hydratovana
ponorenim do destilované vody na 24 hod. (Na

povrchu sklenéné elektrody se musi vytvorit
hydratovana vrstva) 13

lass membrane



Elektroda pro méreni pCO2
(Severinghaus)

Priklad aplikace pouziti sklenéné elektrody

Tenka membrana (20 um) propustna pouze pro molekuly plynt a vodni
pary (silikon, teflon), ionty neprochazi

Vrstva elektrolytu - slaby roztok bikarbonatu a chloridl ( kolem 5 mmol/I)

S elektrolytem je v kontaktu sklenéna pH elektroda a referencni
argentochloridova (Ag/AgCl) elektroda

Oxid uhliCity obsazeny v méreném krevnim vzorku difunduje pres
teflonovou membranu a rozpousti se ve vnitrnim elektrolytu elektrody

Vznikajici kyselina uhlicita disociuje a posunuje tak pH vnitfniho
elektrolytu elektrody na kyselou stranu

CO, + H,O0 =2 H*' + HCO;

Alog pCO2 (vzorek) ~ ApH (vnitfni elektrolyt elektrody)

Vztah mezi pCO2 vzorku a signalem generovanym elektrodou je
logaritmicky

Elektroda muze byt kalibrovana bud’ pfesnou smési plynt nebo 14
roztokem se stabilni hodnotou pCO,



pCO, ELEKTRODA

(Severinghausova elektroda)

nylonova sitka
vzduchova bublina
plastikovy kryt

tésnici gumovy krouzek

Ag/AgCI referencni elektrody

prevleéna matice

pFepad. otvor tésnici gumovy krouzek

12 p teflonova

elektrolyt- vodny roztok

membrana Ag/AgCI drat
HCO-;a NaCl v glycerolu

roztok vnitiniho pufru
pH senzitivni sklo na povrchu
elektrody




Vymeéna membrany na
pCO, elektrode — ABL800

Flex

pCO, E788
II“I'

Electrode contact

Electrode jacket

Electrolyte

Ag/AgCl reference band

Membrane
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pO2 ELEKTRODA
(Clarckova elektroda)

pO2 definovan jako parcialni tlak kysliku v plynné fazi, ktery je
v rovnovaze s krvi - meren kyslikovou elektrodou

pO2 elektroda je amperometricka (polarografickd) elektroda.

Sklada se z katody (platinovy dratek zataveny ve sklenéné tycince) a
anody (Ag/AgCl argentochloridova elektroda) ponofenych do
fosfatového pufru

Plast elektrody prekryt membranou propoustéjici molekuly kysliku
(polypropylenova membrana o tloustce 20um)

Platinova elektroda je elektrickym obvodem trvale polarizovana
konstantnim napétim

Polypropylenova membrana chrani platinovou elektrodu proti
kontaminaci bilkovinami obsazenymi v krevnim vzorku

Kyslik z krevniho vzorku difunduje pres polypropylenovou
membranu do elektrolytu uvnitf kyslikové elektrody a je redukovan
na katodé (O, + 4e-)

Vznika elektricky proud mezi anodou a katodou - je proporcionalni
parcialnimu tlaku kysliku v krevnim vzorku 17



pO, ELEKTRODA
(Clarckova elektroda)

20 p polypropylenova membrana
tésnici krouzek

plastikova matka

elektrolyt (H,PO,~, HPO, - a KCD

. Ag anoda
prepad. otvor

prevleéna matice

tésnici krouzky
plastikovy obal

630 mV vilozeno na katodu

tésnici krouzek
Pt katoda




Electrode contact

pO, elektroda — ABL800 Flex

Clarkova ampérometricka elektroda

sloZzena z platinové katody (dratek o primeéru 25 pm) a stribrné
anody (potazené AgCl)

Electrode jacket

vloZzena do plastového obalu s fosfatovym pufrem a membranou
propustnou pro kyslik

Electrolyte
_AgCl reference band

polarizace konstantnim napétim 630 mV

polypropylenova membrana chrani Pt katodu pred znecisténim
bilkovinami ze vzorku, vnitfni strana je pokryta platinovou Cerni

Membrane

O, ze vzorku prochazi pfes membranu a je redukovan na katodé ->
vznik proudu mezi anodou a katodou

Katoda: O, + 4H + 4e" -> 2H,0
20,+4H + 4e -> 2H,0,
Anoda: 4Ag -> 4Ag* + 4e
4Ag + 4Cl -> 4AgCl

Peroxid vodiku se rozklada v pfitomnosti platinové ¢erni: 2H,0, ->
2H,0+ O,

proud umérny parcialnimu tlaku pO, ve vzorku

maly prumeér Pt katody omezuje spotiebu O, a velikost proudu =

(pikoampéry)



Analyzatory ABR

a

krevnich plynu

Zakladni mérené parametry

pH
pCO,
PO,

Dopocitané parametry

Bikarbonaty
Exces/deficit bazi
Saturace Hb kyslikem
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Parametry merené na analyzatorech ABR

pH

pCO2, p0O2

sO2

cCa2+, cK+, cNa+, cCl-

Hct

ctHb, FO2Hb, FCOHb, FMetHb, FHHb, FHbF
cGlu, clac

ctBil, cUrea, cCrea

21



Preanalytické predpoklady

anaerobni odbér
artérie x véna x kapilara

zkumavky s Li-Hep, (balancované pro Ca?t), heparinizovana
kapilara

zamezit pritomnosti bublin ve vzorcich (odstfiknout),
srazeninam (kapilara)

ihned po odbéru dukladné promichat
zpracovani do 15 min po odbéru

pred analyzou na analyzatoru krevnich plynu promichat na
michacce

kapilara ma uvnitr dratek slouzici k promichani pomoci
magnetu (+ nasadit adaptér/sitko)

22



Preanalytické predpoklady

e kapilara ma uvnitr dratek slouzici k promichani pomoci magnetu
(+ nasadit adaptér/sitko)
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Preanalytické predpoklady

e zkumavky s Li-Hep, (balancované pro Ca?)

! <
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] 1
5094201 e ¥
\

————————————————
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Radiometer - safePICO




lontoveé selektivni elektrody

e Jednotlivé ISE elektrody / Elektrody integrované -
integrovana chipova technologie

Ca?* elektroda — ABL80O Flex

e lontove selektivni elektroda, jejiz snimaci
soucastkou je PVC membrana obsahujici prenasec
neutralnich Ca iontl

e |ontové-citliva membrana je kryta celofanovou
vrstvou -> zabranuje kontaktu se vzorkem

e Elektrolyt ma konstantni a znamou koncentraci Ca?*
iontu
e Kdyz je vzorek priveden do kontaktu s elektrodou,

vyvine se napri¢ PVC a celofanové membrany
potencial

e Potencial je zavisly na rozdilu aktivit mezi Ca%*
v elektrolytu a ve vzorku

Electrode contact

Electrode jacket

Cellophane membrane



Meéreni derivatu Hb — ABL80O Flex

krevni vzorek je transportovan do kyvety s konstantni teplotou 37 °C
1 ul vzorku je ultrazvukove zhemolyzovan v kyveté
vznik opticky Cirého roztoku

pro vylouceni vzduchovych bublin ve vzorku je udrzovan pretlak
1 atmosféry

svetlo z halogenové lampy je vedeno pres infracerveny filtr, prochazi
pres kyvetu a je dale vedeno optickym vlaknem do spektrofotometru

svetlo je ve spektrofotometru rozdéleno na mrizce na 128 vinovych
délek

zmerené spektrum je zaslano do pocitace analyzatoru, kde dochazi k
vypoctu oxymetrickych parametru
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oxyhemoglobin deoxyhemoglobin (redukovany Hb) methemoglobin karbonylhemoglobin

0

o 1
ml

0,

»

0:
™:
m.

absorpce

0

vinova délka :

404:420  450nm : P i
i414 1430 :500 i540i555 i578 1630

Prekreslil Petr Menzel, 2011.
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ABL800 Flex (Radiometer)

e ABL 800 Flex - merené parametry: pH, pCO,, pO,,
cCa%* ctHb, sO,, FO,Hb, FCOHb, FMetHb, FHHDb,
FHbF, cK*, cNa*, cCl cGlu, clLac

e kalibrace kalibracnimi roztoky a pomoci smesi
kalibracnich plynu

e |ze pouzit klasické ABR zkumavky/kapilary i specialni
Radiometer safePICO odbérové zkumavky:
— uvnitr specialni strikacky michaci kulicky (automatické michani

analyzatorem pred analyzou) + zéna s polopropustnou membranou
(zabranuje interferenci vzduchovych bublin)

— Pristroj vybaven podavacem safePICO zkumavek — vzorek se vlozi,
zada a obsluha muizZe odejit
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Radiometer:




cca 1989
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21, Roche Diagnostic




cobas b 221, Roche Diagnostic

vhodny i na jednotky intenzivni péce, na operacni saly, pooperacni pokoje
a dialyzu

¢tecka CK
stanoveni bilirubinu - novorozenecka oddéleni (maly objem)
2 nebo 3 multireagencni kontejnery

kalibrace pouze pomaoci kalibracnich roztoku (kal. plyny se nepouzivaji) —
karbonaty, bikarbonaty, elektrolyty, pH pufr

detekce hladiny reagencii a zaznam vymeény kontejneru

Mérené parametry:

p02, pCO2, pH

Na, K, Ca, ClI

Glu, Lac, Urea

O2Hb, HHb, COHb, MetHb
Total Hemoglobin (tHb)
Saturace kyslikem (SO2)
Hematokrit Hct

Bilirubin
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cobas b 221, Roche Diagnostic
dalsi vybaveni

e oxymetricky modul — hemoglobin celkovy a derivaty
— spektrofotometricky

e modul na celkovy hemoglobin a méreni saturace
kysliku — méreni absorpce svéetla na zakladée
svetelného rozptylu na erytrocytech
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Siemens Rapidlab 348

e Mérené parametry:
pH, pCO2, p02,
Na+, K+, Ca2+ nebo
Cl-

* Poditané
parametry:

sO2, HCO3, 02CT,
ctCO2, BE/BD,
Anion gap, a dalsi...

e moZnost méreni
Na+, K+, Ca2+, pO2
a pH v dialyzatu
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POCT analyzatory ABR

soustredeny v nemocnicni siti + kontrolovany laboratori —

napf. software Aqure - Radiometer

e soustredény v nemocnicni siti

e kontrolovany laboratori — ¢asto SW pro dalkovou
spravu/nahledy

e Snadné pouziti (obvykle kazetové systémy)

e Bezudrzbové

e |dealni pro point-of-care

e Parametry obvykle: pH; pCO,; Na*; Cl; Ca®*; K*
(potenciometrie), pO,; glukoza; laktat (amperometrie), Hb;

O,Hb; COHb; MetHb; HHb; tBil (spektrofotometre),
hematokrit, cCrea, cUrea
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Radiometer:

Mérené parametry:
pH: Pcoz» poz» 502,
ctHb, O,Hb, COHb,
MetHB, HHb, HbF,
K*, Na*, Ca?*, Cl,
Glu, Lac, tBil (verze
ABL90 Flex Plus
navic Urea, Crea)

ABL90 Flex ma
zabudovany systém
michani safePI1CO
zkumavek

ABL90 Flex

ABL80 Flex CO-OX
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Nova Biomedical
Stat Profile pHOXx Ultra

e Mérené parametry: pH, pCO2,
p02, Na+, K+, Ca2+, Cl-, Mg2+, Glu,
Lac, Urea/BUN, Crea, tHb, HHb,
O2Hb, sO2, COHb, MetHB, tBil

Stat Profile Prime

e Meérené parametry: pH, pCO2, p02,
(Na+, K+, Ca2+, Cl-, Glu, Lac—v
zavislosti na konfiguraci)

pH P(C0; PO,
Na* K* (I Ga**
Glu Lac Hct
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Siemens RapidPoint 500

e Méiené
parametry: pH,
pCO2, pO2, Na+,
K+, Ca2+, Cl-, Glu,
Lac, tHb, HHb,
O2Hb, sO2, COHb,
MetHB,
novorozenecky
tBil

e pH ve vypotku
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GEM Premier 5000 - Instrumentation

Laboratory (dodava Medista)

pH, p02, pCO2, elektrolyty, metabolity a CO-
Oximetr.

snadné pouziti
bezudrzbovy

idealni pro point-of-care
testovani
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Biosenzory

specificky druh chemického senzoru - z biologického
indikacniho prvku a chemického prevadéce

biologickym prvkem je nejcastéji specificky enzym -
enzymove elektrochemické biosenzory

enzym katalyzuje specifickou enzymovou reakci se
specifickym substratem

vysledkem reakce je merena tvorba produktu, nebo
rozklad substratu

biosenzory pro glukosu, laktat, kreatinin a mocovinu

jsou soucasti glukosovych analyzatoru, ABR analyzatoru,
ale takeé velkych automatickych biochemickych
analyzatoru (Beckman)
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Dékuji za pozornost.
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