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(57) Referatas:

Gryno kraujo méginys kontaktuoja su reagentu, kuris cheminés reakcijos su gliukoze metu sukelia detektuojama
dazo koncentracijos kitima (10), kurio (kitimo) dydis nustatomas kaip gliukozes kiekio matas meginyje. 1$ pradziy
neatskiestas meginys jvedamas | mikrokiuvete, turin&ia, bent jau, vieng ertme, skirta méginio paémimui. Ertmés
vidus i$ anksto apdorojamas sauso pavidalo reagentu, ir cheminé reakcija vyksta Sioje ertméje. Aktyviis kompo-
nentai savo sudetyje turi, bent jau, hemolizés reagenta, veikiant] gliukoze, esancig kraujo meginio Iastelése, kad
baty galima nustatyti bendra giiukozés kiekj, o taip pat reagentus, dalyvaujantius chemingje reakcijoje ir uztikri-
nancius, kad dazo koncentracija keisis (10) bent jau, bangos ilgiy diapazone (14) esandiame uz kraujo hemoglo-
bino absorbcijos (12) diapazono riby. Absorbcijos matavimas vyksta nurodytame bangos iigiy diapazone tiesiog
su meginiu, esandiu kiuvetéje. Taip pat apraoma i§ anksto apdorojama vienkartinio naudojimo kiuveté su tokiu
reagentu ir fotometras.
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Sis i3radimas yra apie bendro gliukozés kiekio gryname
kraujyje kiekybinj nustatyma, taip pat apie fotometrg
ir wvienkartinio naudojimo kiuvete, naudojamus 3Siam

kiekiui nustatyti.

Gliukozés kiekis nustatomas gryname kraujyje. Tai vyra
panaudojama diabeto kontrolés diagnostikai,
endokrininiams tyrimams. Netiketais sgmonés praradimo
atvejais gliukozés nustatymas kraujyje taip pat yra
tikslingas. Diabetas yra viena i3 svarbesniy sveikatos
apsaugos problemy pasaulyje, nes Zinoma, kad 3ia liga
serga daugiau nei 40 milijony Zmoniy, ir kad II tipo

diabetas vis labiau plinta.

Zinomi keli gliukozés nustatymo biudai. Dabar daugelio
seny budy atsisakyta, nes Jie yra arba netikslds arba

paZeidZiantys kancerogeniniais reagentais.

Gliukoze kraujyje, t.y. gliukozé gryname kraujyje,
suprantama kaip gliukozé be baltyminiy jungé&iy, esanciy
kraujyje. Gliukozeée laisvai pasiskir$c¢iusi tarplaste-
liniame skystyje, ir skystyje, esanCiame lasteliy
viduje, pavyzdZiui, eritrocituose, bet ji nebitinai yra
tos pacios koncentracijos. Tai reiskia, kad bendras
gliukozes kiekis gryname kraujyje skiriasi nuo bendro
gliukozés kiekio plazmoje arba serume. Diagnostikos
kriterijai, pavyzdZiui, diabeto atveju, dazZniausiai yra
paremti gliukozés kiekiu gryname kraujyje. Todel
gydytojui be abejo naudinga Zinoti, kiek tiksliai
gliukozés rasta gryname kraujyje. Skirtumai, gauti
nustatant gliukoze gryname kraujyje, plazmoje arba
serume yra apraSyti V. T. Karavéjaus, J. am. clin.
pat., 37:445, 1962. Dauguma $iuo metu pateikiamy
gliukozés testy, kuriy atlikimo metu pasalinami
neliesti eritrocitai, vra netisklis gliukozés kiekio

kraujyje atZvilgiu ir todel gali pateikti klaidingas
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i%vadas medicininio diagnozavimo metu, nes naudojami

skirtingi referiniai parametrai.

Dauguma dabartiniy specifiniy gliukozés nustatymo bidy
pagristi reagentais, turindiais fermenty arba Jjy
sistemas. 3ios skirtingos fermentinés sistemos vyrauja
palyginus su gliukozés oksidaze, heksokinaze ir

gliukozés dehidrogenaze (GDH).

Sis iSradimas labiausiai susijes su reagentais,
turindéiais gliukozés dehidrogenaze (GDH) . Seniai Zinomi
nustatymo metodai, naudojantys GDH, vyra aprasyti JAV
patentuose Nr. 4.120.755 ir Nr. 2.964.974. Sie
nustatymo metodai, atitinkantys ankstesni technikos
lygi naudojant GDH, yra tradiciniai cheminiai metodai

homogenineéje fazéje.

Ta&iau nei vienas 18 anks&iau paminéty metody netinka
gliukozés nustatymui neatskiestame, gryname kraujyje.
Nors JAV patento Nr. 3.964.974 pavyzdyje aprasomas
gliukozés nustatymo metodas gryname kraujyje, bet Sis
metodas pagristas atskiedimu ir baltymo nusodinimu arba

atskira kraujo méginio hemolize.

EP paraiskoje Nr. B84112835.8 apraSomas gryno kraujo
gliukozés nustatymo blidas neatskiestame kraujyje.
Naudojama chemine fermentine reakcija, pagrista
gliukozés oksidaze, ir atliekamas optinio atspindZio
koeficiento matavimas esant bangos ilgiui didesniam nei
600 nm. Gerai Zinoma, kad hemoglobinas isimaiSo |
oksidazés reakcija. Oksidazés reakcijoms taip pat
reikalingas laisvas deguonies patekimas. Todel
mikrokiuvetés naudojimas, skirtas gliukozes nustatymui
gryname kraujyje, padedant gliukozes oksidazés sistemai

neatskiestame kraujyje, i3kelia svarbias problemas.
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I3 JAV patento Nr. 4.088.448 seniai Zinoma
mikrokiuvete, kuri gali bidti naudojama matuojant
hemoglobing kraujyje (Hb matavimai). Kiuvete i& anksto
apdcrojama reagentais, todel, kai  kraujo méginys
ivedamas i kiuvete, eritrocity sienelés i3tirpsta ir
inicijuojasi cheminé reakcija, kurios rezultate galima
nustatyti Hb, betarpiskai matuojant absorbciijg
kiuveteje, ir kuri Siam tikslui turi tiksliai

suformuoty darbini gyli.

Metodas, atitinkantis JAV patenta Nr. 4.088.448 patentg
skirtas Hb nustatymui gliukozés pagalba, sunkiai
pritaikomas praktikoje, nes absorbcijos matavimas,
skirtas gliukozés kiekio nustatymui, susiduria su
stipriais absorbcijos, atsirandandios del hemoglobino,
trukdzZiais. Hemoglobino koncentracijos pakeitimai

stiprial trukdys gliukozés nustatymui.

Tokiu budu, $iuo metu egzistuojantys metodai sudétingi.
Juos naudojant, daZnai reikalingas kraujo meéginio
atskiedimas arba jais remiantis tik nustatomas
gliukozes kiekis kraujo plazmoje, neiskaitant gliukozes

kiekio eritrocituose.

Todel akivaizdu, kad paprastas, patikimas ir greitas
bendro gliukozes kiekybinio nustatymo neatskiestame
gryname kraujyje bldas bus Zymi parama diagnozuojant ir

kontroliuojant diabetgy.

Vienas 1§ $8io iSradimo tiksly yra sukurti kiekybiniam
bendro gliukozés kiekio nustatymui metodg neatskiestame
gryname kraujyje, naudojant pralaidZigja fotometrijg.
Kitas tikslas - sukurti kiuvete ir fotometrs, skirtus

Siam nustatymui.
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Apskritai, auk3diau paminéta trukdzZiy problema,
i%%aukiama hemoglobino kiekiu, sprendZiiama sekanciu

iSradime pateiktu buadu.

Naudojant atitinkamg reagentg 18 pradziy galima
i8tirpinti eritrocity sieneles, o po to ivykdyti
chemine reakcija tarp reagento 1ir viso gliukozes
kiekio, esandio méginyje, kuri suformuoja cheminius
junginius, pagristus gliukoze, ir kuriy absorbcijos
diapazonas bangos 1ilgio atZvilgiu blogiausiu atveju,
dalinai i8eina uZ bangos ilgio diapazono, atitinkancio
hemoglobino absorbcija, riby. Tokiu buduy,

absorbciju matavimo keliu su atitinkamai parinktais
bangy ilgiais galima pilnai paSalinti hemoglobino
poveiki matavimo rezultatams ir labai greitai nustatyti

gliukozes kieki.

Tokiu bﬁdu,v iSradimas uZtikrina gliukozés nustatymo
bida gryname kraujyje, kuriame gryno kraujo meginys
ivedamas i kontaktg su reagentu, kuris chemines
reakcijos méginyje su gliukoze metu parodo dazZo
koncentracijos kitimg, kuris gali biti detektuotas
méginyje, ir kurio dydis nusakomas kaip gliukozes
kiekio matas, be to metodas pasiZymi tuo, kad apima

stadijas:

- neatskiesto méginio ivedimg i mokrokiuvete,
turin¢ia bent jau vieng ertme méginiuil paimti, be
to 3ios ertmes vidus 138 anksto apdorotas sauso
pavidalo reagentu 1ir minéta chemine reakcija

vyksta Sioje etrmeje,

- parinkimg kaip aktyviy komponenc¢iy jtraukti j
reagenta bent jau, hemolizini reagenta, veikiantj
gliukoze, esanc¢ig kraujo meginio lastelese, kad
'bGty galima nustatyti visos gliukozés kieki gryno

kraujo hemolizate, 1ir reagentus, dalyvaujancius
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chemineje reakcijoje ir uztikrinanc¢ius, kad daZo
koncentracijos kitimas vykty, bent Jjau, bangy
diapazone, platesniame nei karujo hemoglobino

absorbcijos diapazonas,

- Siame bangy ilgio diapazone absorbcijos
matavimai atliekami tiesiog su meginiu, esandiu

kiuveteje.

Pagal iSradimg geriausi biido realizavimo variantai

i8destyti 2-7 i3radimo apibréities punktuose.

Pagal geriausia iSradimo realizacijos variantg budas
yra sudarytas i3 stadijy: neatskiesto gryno kraujo
padavimo  ant sauso reagento, esanc¢io kiuveteje,
turin¢ioje nedidelio plod&io plysi, turincioje hemolizeés
reagenta, GDH, diaforaze arba jos analoga, NAD

(nikotinamidas—adeninas—dinukleotidas) arba jo analoga,

detergenta ir daza formuojandia medZiaga, ir daso
koncentracijos fotometrinio matavimo, kuris (daZas)
susidaro pralaidziojo matavimo filtruojancdiame
fotometre metu. Diaforazés analogai vyra medZiagos,

turincios fenazinmetosulfato arba fenazinetosulfato
tipui priklausandias oksidacines - redukcines savybes.
Jie gali pakeisti diaforazes medzZiagas, bet vyra

nepriimtini toksi$kumo poZidriu.

Specialus btdas, skirtas B - gliukozei vadinamas
gliukozés dehidrogenaziniu metodu. « - gliukozés ir B-
gliukozes egzistavimas kraujyje priklauso nuo
pusiauvyros temperatdros. Sumazejus kraujo méginio
teperatirai, pusiauvyra pasislenka 1 a-gliukozés

didesnés proporcinés dalies puse. Pusiauvyros kitimas
létas. Gliukozés dehidrogenazinio metodo reakcijos
greitis létinamas fermento mutarotaze ir tuo pac¢iu a-
gliukozés B-gliukozés pusiauvyra. Kad méginyje neivykty

imanentinis metabolizmas nustatant kraujyje gliukoze
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svarbu, kad analizé vykty Dbe wuZlaikymo. Kadangi
spontaniné o - B reakcija vyksta labai létai, ir kraujo
temperatura skirta palaikyti o/B pusiausvyrai,
pakankamai pastovi, mutarotazé gali bti naudingai
paSalinta DbetarpiSkai kraujo bandyme esant kiino
temperatiirai, ir esant galimybei kalibruoti fotometrg
galimy gliukozés koncentraciijy intervale. Biddo
pranadumas, sumaZinantis iSlaidas, pagristas reakcijos
laiko sutrumpinimu ir analitinio diapazono prapletimu.

Trikumas toks, kad kalibruoté ir kontroliniai tirpalai

turi biti pateikiami reikiamos temperatiiros ir
blogiausiu atveju bent jau vienos valandos
laikotarpyje.

Pagal geriausig iSradimo realizacijos variantg,

gliukozés dehidrogenazinio tipo reagento sistema yra
sudaryta i3 hemolizés reagento, suardan¢io eritrocitus
ir i8laisvinan&io hemoglobing, GDH diaforaze arba jos
analogus, kad NADH reakcija bty matoma. NAD arba
analogas, detergentas arba daZa sukurianti medZiaga,
pavyzdZiui, paimta 13 tetrazolijaus Jjunginiy grupes.
Papildomai prie 3iy aktyviuy medZiagy, kaip pagalbinés
priemonés, skirtos reakcijos ivykdymui, gali buti

naudojamos kitos chemines medZiagos.

Hemoglobino absorbciija, i8skirto hemolizes metu,
aprasyta E. DZ. van Kampen ir V. G. Zijlstra (1965):
"Hemoglobino ir jo dariniy nustatymas", Adv. klin.
Chem. B, 141-187, p.165, Fig.l12. Si figlra parodo, kad
vykstant absorbcijos matavimams esant didesniam bangos
ilgiui nei 645 nm, bet kurio hemoglobino darinio

poveikis minimalus.

Kitas trukdZiy tipas, vykdant absorbcijos matavimus,
yra sudarytas is Sviesos issklaidymo, sukelto,
pavyzdzZiui, lasteliy, riebaluy, dulkiy ar kity

"skeveldry" dalelémis. Matuojant kitame bangos ilgyje,
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daZnai didesniame, nei pradinio matavimo bangos ilgis,
kur absorbcijai nei hemoglobinas, nei gautas daZas

netrukdo, $i foniné absorbcija gali biti kompensuota.

Gliukozeés dehidrogenazinés sistemos reakcijos procesas

‘geral Zinomas ir yra apra3ytas JAV patente Nr.

3.964.974. Jame supaZindinama su reakcijos procesu,

turinc¢iu tetrazoline drusksa, absorbuojant matomame

diapazone.

Pagal 1iSradimg, esminis budo poZymis yra gliukozeés
hidrogenazinés reakcijos panaudojimas, siekiant
galutinio tikslo, tiek cheminiu pozitriu, tiek
absorbcines fotometrijos atzvilgiu. Vartotojui saugumo

ir patikimumo poZidriu tokia reakcija yra tinkamiausia.

Optiniai budai, skirti cheminés medZiagos
koncentracijos kiekybiniam nustatymui tirpale, yra
gerai Zinomi 1ir dokumentuoti. Absorbcine fotometrija
yra otpinio nustatymo biadas. Teorija, 1Sskyrus
absorbcine fotometrijg ir fotometro konstrukcijg,
aprasyta Skugo ir Vesto darbe "Analitineés chemijos
pagrindai", 29 skyrius. Pagrindinés fotometro dalys yra
Sios: optiné dalis, mechanine dalis ir elektronine
dalis. Optiné dalis sudaryta i35 3viesos %altinio su
monochromatoriumi arba interferenciniu filtru ir
Sviesos detektoriaus, ir kai kuriais atvejais - linziy
sistemos. Mechaniné dalis turi optinés dalies pakabg ir
priemone, skirtag kiuvetés su cheminiu tirpalu,
judéjimui. Elektroniné dalis yra skirta Sviesos
$altinio valdymui ir kontrolei ir &viesos detektoriy
signaly matavimui, kurie apdorojami tokiu bidu, kad
vartotojas galety skaicdiuoti skaitmenini dydj,
iSreidkianti arba atvaizduojanti iZmatuota chemine

koncentracijg.
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Tokia fotometro konstrukcija apradyta JAV patente Nr.
4.375.105. Siame patente apraSomas fotometras, skirtas
hemoglobino nustatymui kraujyje, kuris parenka
optimaliausia varianta su Zinomais komponentais, todél
fotometrinis nustatymas atliekamas kaip galima ardiau
matuojamo 540 nm bangos 1ilgio. Panaudojant Sviesg

spinduliuojanti diodg ir didiminio stiklo tipo 3viesos

filtrg, reguliuojamas matavimo bangos ilgis.
Alternatyviniame panaudojimo variante, kuriame
iSmatuojamas cheminiy tirpaly drumstumas, Sviesg

spinduliuojantis diodas naudojamas infraraudonajame
diapazone. Sis Zincmas fotometras yra naudojamas
iprastuose cheminiuose biiduose, homogeninéje terpéje,
skirtuose hemoglobino nustatymui, kuriuose atskiedimo

santykis tarp kraujo ir reagento yra 1/200 ir daugiau.

Fotometras, naudojamas gliukozés kiekio nustatymui
gryname kraujyje, pagal ¢ia apraSyta buada, t. y. pagal
sauso gliukozinio reagento ©padavimg i neatskiestg
kraujg ir fotometro matavimg mikrokiuvetéje pagal du
bangos ilgius, turi bati paprastas, patikimas ir pigus.
Kadangi kiuvetéje randasi sausas gliukozinis reagentas,
tai Jji priklauso vienkartinio naudojimo tipui, ir
kiuvetés transportavimas, uZpildZius jg neatskiestu
krauju, turi biti nesudétingas ir su minimaliu
pasSalinés Sviesos poveikiu. bFunkcionavimo poZitriu,
fotometras turi  bati fotometriskai stabilus ir

minimaliai reikalaujantis valdymo (kontrolés).

Tokiu bGdu, jgyvendinant S$io iSradimo bida, iSradimas
toliau numato vienkartinio naudojimo kiuvetés i% anksto
apdorotos sausu reagentu, sukirimg pagal 8 punkto
nurodymus, ir fotometra, atitinkantj 9 punkto
nurodymus, funkcionuojanti pagal du atskirus bangos
ilgius, pastarojo geriausi panaudojimo variantai

pateikiami 10 ir 11 apibréZties punktuose.
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Pagal iSradimg fotometras, skirtas bido realizavimui,
bei gliukozés matavimui nedideliuose neatskiesto kraujo
tidriuose, pasinaudojant mikroprocesoriumi, skirtu
kontrolei ir valdymui ir galin&iu atlikti aritmetinius
skaic¢iavimus, o taipogi turinciu Sviesg
spinduliuojanéius diodus, apripintus interferenciniais
filtrais, yra tokios konstrukcijos, kuri paprasta ja
naudojantis, techni3kai stabili, ir visur yra panaudota
silicio elektronika, sunaudoja maZai energijos, labai
patikimas ir gali bi@ti pagaminamas su maZomis
islaidomis. Jeigu mechaninés dalys, t. y. 1iSorinis
korpusas ir dugnas, ir kiuvetés judéjimo priemoneé
turinti detale, kur prijungti optiniai komponentai, yra
pagamintos 1§ plastiko ekstruziniu formavimu, bendros

gamybinés iSlaidos, skirtos fotometrui, bus Zemos.

Fotometras, veikdamas kartu su mikroprocesoriumi, gali
valdyti visus procesus ir atlikti skai¢iavimus, tame
tarpe atlikti ir logaritminius pakeitimus. Sviesa
spinduliuojantys fotometro diodai, matuojantys pagal du
bangos ilgius, yra suZadinami mikroprocesoriumi, todel
duotu laiko momentu wuZsidega tik vienas Sviesg
spinduliuojantis diuodas. S8viesg spinduliuojantieji
diodai labai patoglis, nes neturi posvyCio. Tam, kad
sendami Sviesa spinduliuojantys diodai iSsssaugoty savo
Sviesos intensyvumg, fotometras pagaminamas taip, kad
maksimalus Sviesos intensyvumas, atitinkantis 100%
Sviesg, yra pastoviai iZmatuojamas tarp skirtingy
kiuve¢iy matavimy. Kiuvetés transportavimo mechaninés
funkcijos konstravimo keliu galime pasiekti, kad
fotometras galéty detektuoti: ar matuojama kiuveté, ar
matuojamas pilnas intensyvumas, t. y. 100% - Sviess.
Abiem atvejais fotometras gali funkcionuoti,
kompensuodamas Sviesos intensyvumg. Déka to, kad galime
nustatyti ar iSmatuotas dydis charakterizuoja kiuvete,
ar 100% pralaidumg fotometras gali funkcionuoti

pasitelkes savo mikroprocesorini irengimg be analoginiy
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logaritminiy stiprintuvy. Logaritminiy stiprintuvy
nebuvimas padidina fotometry patikimuma ir stabiluma,
tuo pa&iu metu uZtikrindamas logaritminéje operacijoje
tam tikra tikslumg, pasitelkus mikroprocesorius
programoje logaritmini algoritmag. Tolimesnis fotometro
su saveikaujanéiais mikroprocesoriais pranasSumas toks,
kad aritmetiniy kreiviy, kalibruotés kreiviy ir
linearizacijos ivairios pateiktos formos gali biti
lengvai ivedamos i programg. Deka mikroprocesoriy
galima  panaudoti ivairias tiksliniy standartiniy
programy formas, t. y. programa gali pati spresti, kada
pasiektas tikslas, o tai gali bati atliekama jivairiu
tikslumu, priklausomai nuo ivairiy koncentracijos

lygiy, kada tai reikalinga.

IS3radimas yra liustruojamas figGromis, kuriose
atvaizduota:
Fig.l - absorbcijos koeficiento priklausomybé nuo

bangos ilgio logaritminis grafikas, abu rodikliai
priklauso nuo hemoglobino dariniy miSinio ir nuo
da?g formuojandios medZiagos, itrauktos i gliu-

kozini reagentsy;

Fig. 2A, 3A 1ir 4A parodo tris skirtingus,
atitinkancius i8radima, fotometro panaudojimo

variantus;

Fig. 2B, 3B ir 4B atitinka panaudojimo variantus,
atitinkamai pavaizduotus fig. 2A, 3A ir 4A ir

jtraukia atskira logaritmini stiprintuvg;

Fig. 5 - pagal i3radimg viengkart panaudoto foto-

metro optinés dalies schematinio pjivio vaizdas;

Fig. 1 i%tisine 10 linija paZymétas tetrazolio druskos

absorbcijos spektras, 3-(4,5-dimetiltiazolil-1-2)-2,5-
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difeniltetrazolio bromido (MTT) atZvilgiu, ir
punktyrine 12 linija - absorbcijos spektras hemolizinio

kraujo atZvilgiu. Kada MTT gali bati kiekybiskai
nustatytas esant minimaliam hemoglobino trukdymui, tai
bangos ilgio diapazonas yra platesnis nei 600 nm. Taip
pat galima pastebeti, kad kompensacija foninio trukdymo
atzvilgiu gali vykti prie Zymiai didesniy bangos ilgiy.
Matuojant absorbcija pagal du bangos ilgius svarbu
panaudoti tuos bangos ilgius, kurie ry3kiai atskirti
vienas nuo kito, kad vienas kitam netrukdyty.
Interferenciniai filtrai, naudojami fotometro filtre,
yra parenkami pagal bangos ilgi, kuriam esant,
pasiekiamas maksimalus Sviesos pralaidumas. Papildomai,
interferencinis filtras turi pralaidumo juostos

pusploti, nustatomg, esant 50% 3viesos pralaidumui.

Fig. 2A, 3A, 4A ir 2B, 3B, 4B parodyti fotometro,
sgveikaujandioc su mikroprocesoriumi, ivairis

panaudojimo variantai. 3iose figirose variantas "A"

parodo fotometrsg be logaritminio stiprintuvo,
logaritmine operacija vykdoma mikroprocesoriaus
programoje. Variantas "B" Siose figlirose panaudoja
atskirg logaritmini stiprintuvay 19. Atskiro

logaritminio stiprintuvo 19 panaudojimas reifkia Zymiai
paprastesne mikroprocesoriaus progranma, bet Zymiai

silpnesne fotometro technine chrakteristika.

Fig. 2A, 2B ir 3A, 3B skiriasi tuo, kad fig. 3A, 3B
naudoja analogini skaitmenini keitikli 46, kada jvyksta
peréjimas i§ analoginés | skaitmenine formg. S§io
irengimo pranasSumas toks, kad yra Zymiai
ekonomiskesnis, bet dél tam tikry reikalavimy, keliamy

periferiniam irengimui, jis yra Zymiai maZiau stabilus.

Fig. 2 - 4 esantis fotometras yra fizisSkai sudarytas i$
dviejy strukt@riniuy bloky: vieno optinio bloko 1ir

vienos elektroninés montao plok3tés 16. Elektronineé
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monta’o plok$té yra standartirio tipo montaZo schema,
kurioje naudojami komponentai, jtaisyti iprastu
i%orinio montaZo keliu arba tradiciniu litavimo bldu
pragrefiotoje sluoksniuotoje plokstéje. Kai kuriais
atvejais leidZiama panaudoti montaZo ploksStes, kuriose

galima ivairiy montavimo bidy kombinac:ja.

Panaudojimo variantas, pateiktas fig. A, bus aprasomas
Yymiai detaliau. MontaZo ploksté 16, esanti fotometre,
schematidkai parodyta punktyrinémis linijomis, ir vyra
sudaryta 1% mikroprocesoriaus 18, analoginio skait-
meninio keitiklie 20, multipleksoriaus 22, poten-
ciometro 24, skysty kristaly displéjaus suZadinimo
bloko 26, skysty kristaly displéjaus bloko 28, Sviesa
spinduliuojan&iy diody suZadinimo schemos 30, maitinimo
magistralinés linijos lygintuvo 32, baterijos pakrovimo
schemos 34, 1ir periferinio irenginio (neparodyta),
priklausan&io tipui, kuri Zino Sios technikos srities

specialistas.

MontaZo ploksté 16 sujungta su kita fotometro dalimi,
sudaryta i3 kiuvetés korpuso 36, dviejy Sviesgy
spinduliuojané¢iy diody 38, Sviesos daviklio (detek-

toriaus) 40 ir jungiklio 42.

Funkcionuodamas multipleksorius 22 priima analoginius
signalus i§ 3viesos daviklio 40, i baterijos pakrovimo
schemos 34 ir 1% ©potenciometro 24 1ir perduoda
atitinkam::.  pagal valdanc¢iasias komandas 44 i§
mikroprocesoriaus 18 vieng 13 $iy signaly i analoginj
skaitmenini keitikli 20. Jis pakeidia signala i forma,
kuri gali bati mikroprocesoriumi 18 apdorota, kuris,
priklzisomai nuo priimto signalo, vykdo skirtingas

operacijas.

Procesorius 18 priima signalg i$ potenciometro 24, kurij

gali reguliuoti vartotojas, kai fotometras kalibruotas
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pasitelkus Zinomo gliukozés kiekio megini. To pasékoje
algoritme nustatoma konstanta, pasitelkus kurij,
(algoritmg) suskaid¢iuojamas gliukozés kiekis, remiantis

iSmatuotu pralaidumo (skaidrumo) koeficientu.

Procesorius 18 priima signala i35 baterijos pakrovimo
schemos 34, kai procesorius 18 turi  kompensuoti

baterijos kravio pokyti.

Procesorius 18 priima matuojamgji signalg i3 3viesos

daviklio 40, ir tuo atveju, Jjei i3matuojame 100 %

pralaidumg kaip atramini dydi, ir tuo atveju, Jei
ismatuocjame kraujo meginio, esancio vienkartinio
naudojimo kiuveteéje, patalpintoje tarp Sviesg

spinduliuojanciy diody 38 ir 3viesos daviklio 40,

pralaidumg.

Remiantis is anksto uZprogramuotu algoritmu,
procesorius 18 suskaiciuoja gliukozés méginio kieki ir
pasiunc¢ia rezultata i skysto kristalo displéjaus schemg
26 tam, kad vartotojui Sis rezultatas bty matomas

skysto kristalo displéjuje 28.

Dalys, esancéios fig. 2B, 3A ir 3B, o taip pat 4A ir 4B,
tokios pat, kaip dalys, esandios fig. 2A, yra paZymétos

tais paciais skaitmeninis.

Fig. 3A variante analoginis - skaitmeninis 2A figlros
keitiklis, i3imtas ir pakeistas komparatoriaus 45,
analoginio - skaitmeninio keitiklio 46 ir
mikroprocesoriaus 18 kombinacija. Procesorius 18
pasiunc¢ia i keitikli 46 skaitmenini dydi, kuris
pakeiciamas i analogine forma, ir kuris procesoriumi 18
nuosekliai kei&iamas, kol komparatoriaus 55 i%éjime
nebus gautas nulinis signalas. Visame kitkame

funkcionavimas toks pat, kaip ir fig. 2A.
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Pagrindiné optinio bloko konstrukecija parodyta fig. 5.
Irenginys sudarytas 18 dviejy S3viesa spinduliuojanciy
diody 52, 64, i3déstyty vienas kito atZvilgiu 90°
kampu. Tam, kad gauti pana3ia optine a8i, pries
monta%a, $viesa spinduliuojantys diodai turi biati

sureguliuoti.

Fotometras gliukozés neatskiestame kraujyje atZvilgiu
gali turéti savo bangos ilgi 660 nm, skirta matavimams
fig. 1, 14 pozicija). Déka absorbcijos matavimy nuo
susidariusio daZo pusés matuojamojo bangy ilgio
diapazono pusplotis turi bati tiksliai nustatytas.
Foninis bangos ilgis, skirtas gliukozés neatskiestame
kraujyje matavimui, turi buti didesnis nei 700 nm.
Atitinkamas foninés bangos ilgis parenkamas tada, kail
naudojami pramonés i3leidZiami Sviesg spinduliuojantys

diodai, pavyzdZiui, 740-940 nm.

Fig. 5 matyti, kad 18 raudono Sviesos diodo 52
sklindantis $viesos spinaulys 50 praeina interferencinj
filtra 54, pasiZyminti maksimaliu Sviesos pralaidumu
esant 660 nm ir turinti diapazono pusploti maZesni nei
15 nm, ir per reflektoriy (veidrodi), esanti 45° kampu.
Po to, kai &viesos spindulys 50 praejo interferencini
filtra 54 ir reflektoriy 56, jis praeina pro kiuvetes
58 ertme 60, kurioje (ertméje) randasi neatskiestas
grynas kraujas ir gliukozinis reagentas arba
gliukozinio reagento produktai, ir pasiekia Sviesos
detektoriy 40 pro kiauryme 53, esandia kiuvetes
laikiklyje 55. S8viesos detektorius 40 gali bati

apripintas nedidele surenkan¢iaja linze 62.

Infraraudonojo &viesos diodo S8viesinis spindulys 64
atsispindi nuo reflektoriaus 56 uZpakalinés puses,
esan&ios 45° kampu, praeina per kiuvetés 58 ertme 60 ir
pasiekia detektoriy 40. Infraraudonasis foninis bangos

ilgis matuojamas pasitelkus antra S3viesos diodg 64
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absorbcijos plok3tumos lygyje (pavyzdZiui fig. 1, 15
pozicija) ' be to infraraudonojo &viesos diodo

diapazono pusplotis 64 turi mazg reik3me.

Jei kiuvetés 55 judeéjimo  priemoné, pavyzdzZiui,
karietelés konstrukcija aprupinta elementu, kuris gali
biti detektuojamas stacionariai itaisytu davikliu, tai
mikroprocesoriui 18 gali bati lengvai pateikiama
informacija 43 apie padeéti, kurioje randasi 58 kiuvete.
Jei karietélé 55 naudojama kaip kiuvetes transportavimo
priemone, Ji gali buati su  magnetu, kuris bus
detektuojamas dviem stacionariomis magnetinémis
lieZuvélinémis relikemis. Karietélei esant iSstumtoje
padetyje, kiuvetés 58 Lstatymui, matuojama maksimali

Sviesa, 100 procentiné Sviesa.

Maksimali 3viesa matuojama tiek matuojamo bangos ilgio,
tiek foninio matuojamo bangos ilgio atZvilgiu. Esant

nenutrikstamam santykio skaidiavimui (t. y. daliniam

atskyrimui), i8reik8tam procentais tarp matuojamo
dydZio, kiuvetes, esanCios matavimo padétyje, ir
maksimalios Sviesos, Sviesos Saltiniuose 52, 64

matuojant pralaidumg pasiekiama gera senejimo reisdkinio
kompensacija. Logaritmineé operacija, skirta matuojamam
dydZiui, vykdoma mikroprocesoriuje 18 arba atskiroje
schemoje (ZiGr. variantas "B"), priimancioje

absorbcijos matavimy rezultatg.

Sviesinio detektoriaus 40 srove pasiekia operacinj,
stiprintuva, kuris srove pakeic¢ia ijtampa, kad bity
Zymiai lengviau apdoroti signalus montaZo plokstéje 16.
Taip pat mikroprocesorius 18 kontroliuoja, ar
detektoriaus 40 tamsiné srove yra Zema, ir kompensuoja,
atsizvelgdamas i tamsines sroveés itaka, tai

iskaitydamas naudojamoje skaiciavimo formuléje.
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Fig. 2-4 ?arodyta tik viena judandioji dalis, bitent
potenciometras 24. Potenciometras 24 yra vienintelis
komponentas, kuris gali biti vartotojo naudojamas
montaZo plok3téje 16. Potenciometras 24 naudojamas
fotometro kalibravimui kraujo su Zinomu gliukozés
kiekiu atzvilgiu. Tam, kad pasiekty maksimaly
stabiluma, likusieji fotometro komponentai daZniausiai

btina stacionarus.

Ekonominiais sumetimais mikroprocesorius yra
procesorius viename kristale. Tam, kad taupyti
energija, skaitmeniniai displéjai priklauso skysto
kristalo tipui, ir fotometrg maitinanti energija ateina
i% magistralinés maitinimo linijos transformatoriaus

arba akumuliatoriy baterijos.

Fig. 4 parodytas kitas iSradimo realizavimo varlantas.

Siame variante fotometro darbui panaudojamos
mikroprocesoriaus 18 programavimo savybes,
palengvinancios jo suderinimg ir padidinanc¢ios

stabilumg. Tai pasiekiama tada, kada dviejuy Sviesos
diody 38 srove valdomas maitinimas, pasitelkus
skaitmenini - analogini keitikli 70, kuris programavimo
poZzifiriu turi griZtamgji ry3i su matuojamuoju signalu.
Tada imanoma matavimo poZiGriu palaikyti tarpini dydi,
100% pralaidumg pastoviame lygyje. Sis pastovus lygis
elektroniskai nustatomas, remiantis tai iSsprendzZiancia
savybe (bity  skaicius) esandia skaltmenineje -

analoginéje konversijoje.

Pavyzdys

Mikrokiuvetée 58 atitinkanti tipa, apraSyta anksciau
paminétame JAV patente Nr. 4.088.448, buvo apripinta
d¥iovinimo bidu vakuume sausu reagentu kiekybiniam
bendro gliukozés kiekio nustatymui gryname kraujyje.

Mikrokiuveté buvo uZpildyta sausu reagentu susidarant,
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pirmojoje stadijoje, vandenyje tirpiam reagento
mi$iniui. Vandenyje tirpus gliukozinis miSinys savo

sudétyje turi (tirio vienetas 1 ml):
100 vienety GDH, gliukozés dehidrogenazes,
20 vienety diaforazes,
20 umol NAD,
30 umol MTT,
25 mg Baltojo Saponino,
1 ml vandens, i8valyto jonuy mainy koloneléje

2 stadijoje mikrokiuveté buvo uZpildoma apytiksliai 5
nl reagento tirpalo, atstumas tarp sieneliy meginj
absorbucjand¢ioje artméje 60, kuri talp pat yra kaip

analitineé ertmeé, apytksliai buvo 0,14 mm.

3 stadijoje mokrokiuveté buvo vakuume dZiovinama. Po 3
stadijos mikrokiuveté, turinti sausg reagenta, skirtsa
gliukozés nustatymui neatskiestame kraujyje, tolygiai
pasiskirsc¢iusi ertméje 60, buvo paruosSta analizes

atlikimui.

Fotometras, priklausantis anksd&iau aprasytam tipui ir
turintis mikroprocesoriy 18 tipo INTEL 8751, gavo
atitinkamg  programg gliukozes nustatymui gryname
kraujyje. Fotometras buvo uZprogramuotas, kad siekiant
galutinio tikslo, gauti rezultatai apie gliukoze
gryname kraujyje, bity iSreik3ti mmol/l. Sviesos diodai

gaudavo impulsus kas 15 s, ir Sviesdavo 5 ms.

Toliau esancdioje lenteléje pateikti rezultatai, gauti

i8 gryno kraujo ir "fiksuoti" gliukoze, apibidina
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ivairius gliukozés kygius. Panaudotas reperinis metodas
buvo gliukozes dehidrogenezés bandomoji sistema, paimta
i8 Merko, Gluc-DH 13886, 13887 metodo tipo.
Spektrofotometrija reperiniame bide buvo ivykdoma
ultravioletiniame diapazone, t. y. apytiksliai apie 340
nm, atitinkant specifinius duomenis, esan&ius ant
ipakavimo, pridétus prie Gluc-DH metodo. Reperinis
bidas priklauso Slapio cheminio tipo analitiniam

metodui.

Gliukozeés kiekis "fiksuotuose" kraujo meginiuose
referiniu (kontroliniu) badu buvo triskart nustatomas.
Kiekviename gliukozeés lygyje 10 i% anksto apdorotos
mikrokiuvetés buvo uZpildomos neatskiestu krauju ir
analizuojamos atitinkamai pagal i3radime duotag matavimo
bangos ilgi 660 nm ir fonini bangos ilgi 880 nm. Gauti

rezultatai pateikiami toliau sekandioje lenteléje.

ISradimg atitinkantis btdas

Konc. mmol/1 CV% Laikas iki galutinio tikslo, s
3.8 3.3 53
6.1 2.5 71
8.6 2.4 77
13.0 2.0 99
17.7 1.5 119
21.8 1.5 145

CV = variacijos koeficientas
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Gliukozés kiekio gryname kraujyje nustatymo badas,
kuriame gryno kraujo méginys kontaktuoja su reagentu,
kuris cheminés reakcijos su gliukoze metu keidia daZo
koncentracija, kitimas meginyje gali bati
detektuojamas, ir kurio dydis yra nustatomas kaip
gliukozés kiekio matas, b e s 1 s k i r 1 a n t 1 s

tuo, kad jis apima

- neatskiesto meéginio 1vedimg 1 mikrokiuvete,
turinc¢ig bent jau vieng ertme méginio paémimui, be
to 3ig ertme i3 wvidaus 13 anksto apdoroja sauso
pavidalo reagentu, £ioje ertmeje vyksta ix

paminéta cheminé reakcija;

- kalp aktyviy komponenty itraukimg i reagenta,
parenkamg 18 bent jau hemolizinis reagentas,
veikiantis gliukoze, esanciag kraujo méginio
lgstelese, kad buaty galima nustatyti bendrg
gliukozés kieki gryno kraujo hemolizate;
reagentai, dalyvaujantys cheminéje reakcijoje ir
uZtikrinantys daZo koncentracijos kitimg, bent jau
bangy 1ilgiy diapazone, i3einanc¢iame uZ kraujo

hemoglobino absorbcijos riby,

- absorbcija matuoja minétame  bangos ilgiy

diapazone tiesiog su méginiu, esanciu kiuvetéje.

2. Blidas pagal 1 punkta, b e s 1 s ki riantis
tuo, kad gliukozes dehidrogenazes badag naudoja

cheminéje reakcijoje.

3. Blidas pagal 2 punkta, b e s i s k1 r i ant i s
tuo, kad parenka diaforaze kaip aktyvy komponentsg,

ieinanti‘i reagentgy.
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4. Bldas pagal bet kuri i$ 1-3 punkty, b e s i s k i -
r i a n t 1 s tuo, kad parenka mutarotaze kaip

reagento aktyvig komponente.

S. Budas pagal bet kuri i% 1-4 punkty, b e s i s k i -
riantis tuo, kad papildomai &alia absorbcijos
matavimo duotame bangos ilgiy diapazone, kuriame vyksta

dazo koncentracijos kitimas antra kartg absorbecijg

matuoja Zymiai auk3tesniame bangos 1ilgiy diapazone

foniniy trukdymy kompensavimui.

6. Bludas pagal 5 punkta, b e s i s ki riantis
tuo, kad pirmas paminétas bangos ilgiy diapazonas,
kuriame vyksta dazo koncentracijos kitimas, yra
didesnis nei 650 nm, o antras bangos ilgiy diapazonas,
kuriame vyksta kompensacijos matavimas, yra didesnis,

nei 700 nm, geriausiai - 740-940 nm.

7. Budas pagal bet kuri is 1-6 punkty, b e s i s k i -
riantis tuo, kad cheminé reakcija yra tiksliné
galutiné reakcija ir absorbcijg matuoja tik tuo atveju,

jei daZo koncentracijos kitimas i35 esmés pasibaigeé.

8. Vienkartinio naudojimo kiuveteé (58), naudojama
gliukozes kiekio gryname kraujyje nustatymui, kai gryno
kraujo meéginys kontaktuoja su reagentu, kuris cheminés
reakcijos su gliukoze metu keidia daZo koncentracija,
kitimas gali biti meéginyje detektuojamas, ir kurio
dydis nustatomas kaip gliukozés kiekio matas, b e -
siskiriantis tuo, kad turi bent jau viensg
ertmg (60) méginio paémimui, be to i ertmé id vidaus
i8 anksto apdorota sauso pavidalo reagentu, ir cheminé
reakcija Sioje ertméje vyksta ivedus mégini neats-
kiestame pavidale, be to aktyvieji komponentai, esantys
kiuvetés reagente, turi bent jau, hemolizuojanti
reagentg, veikianti gliukoze, esandia kraujo méginio

lastelese, kad biity galima nustatyti bendrg gliukozées
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kieki ir reagentus, dalyvaujan&ius cheminéje reakcijoje
ir uZtikrinanc¢ius daZo koncentracijos kitimag, bent Jjau,
bangos ilgiy diapazone, esan&iame uZ kraujo hemoglobino
abso~bcijos diapazono riby, be to kiuveté, bent jau,
yra dalinai  skaidri, kad bity galima i3matuoti
absorbcija betarpiskai méginio esand&io kiuvetéje,

duotame bangos ilgiy diapazone.

9. VFotometras, naudojamas vykstant tokiam gliukozés
kiekio gryname kraujyje nustatymui, kai gryno kraujo
meginys kontaktuoja su  reagentu, kuris chemines
reakcijos su gliukoze metu méginyje vpakeidia daZo
koncentracija, kuris (kitimas) gali bati detektuojamas
meginyje, ir kurio (kitimo) dydis yra gliukozés kiekio
matas, b e s 1 s k i r i a n t i s tuo, kad
fotometras, adaptuotas naudojimui kombinacijoje su,
bent jau, dalinai skaidria vienkartinio naudojimo
mikrokiuvete (58), kuri prie$ tai i& anksto apdorojama
sauso pavidalo reagentu ir kurioje turi vykti cheminé
reakcija Lvedus mégini neatskiestame pavidale 3
kiuvete, be to fotometras, naudojamas absorbcijos
matavimams betarpiZkai su kiuvetéje esan&iu méginiu
turi pirmaji Sviesg spinduliuojanti diodg (52), kurio
spinduliuojamos $viesos bangos ilgis yra nurodytame
bangos 1ilgiy diapazone, kuriame vyksta daZo koncen-
tracijos kitimas, antrg 3viesg spinduliuvojanti diodg
(64), kurio spinduliuojamos $viesos bangos ilgis
nepriklauso nurodytam bangos ilgiy diapazonui, 3viesos
detektoriy (40), kuris matavimo metu priima $viesa,
praejusia per kiuvete ir mégini, paeiliui i3 pirmojo ir
antrojo 3viesos diody, elektronine vertinimo priemone
(18,20,22,24,46), skai¢iuojandia, remiantis 3Sviesiniu
detektoriumi (40) i3matuota gliukozés méginio kieki
gauta, atémus 13 pralaidumo, esant pirmo 3Jviesos diodo
spinduliuojamam bangos ilgiui (52), pralaidumg, esant

antro Sviesos diodo spinduliuojamam bangos ilgiui (64),
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ir displéjine priemone (26,28) gliuvkozeés  kiekio

vizualizavimui, suskaidiuoto palyginimo budu.

10. Fotometras pagal 9 punkta, b e s i s kirian-
t i s tuo, kad pirmojo Sviesinio diodo (52) 3viesos
bangos ilgis didesnis, nei 650 nm, ir antro 3viesos
diodo (64) S§viesos bangos didesnis nei 700 nm,

geriausia jei 740-940 nm.

11. Fotometras pagal 9 arba 10 punktg, b e s i s k i -
riantis tuo, kad 3viesa bent jau i§ vieno (58)
1% 3viesos diodu priverdiama sklisti per monochromatini
filtra (54).
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