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Fremgangsmate for & starte tidsmaling av en maling i et
reflektansavlesningsutstyr, som omfatter at man tar minst en
forste reflektansavlesning av en forste overflate av en pores
grunnmasse for pafering av en preove pa en annen overflate av
nevnte grunnmasse; man tar minst en tilleggsreflektans-
avlesning fra nevnte forste overflate; man sammenligner
nevnte tillqusreflektansavlesning med nevnte forste reflekt-
ansavlesning og starter tidsmaling ved et forutbestemt fall i
reflektans som er et resultat av at nevnte preve nar nevnte
forste overflate; og wman tar minst en reflektansavlesnings-
maling ved et forutbestemt tidspunkt etter at nevnte tilleggs-
reflektansavlesning avviker fra nevnte reflektansverdi med den

forutbestemte forskjell.
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Oppfinnelsens omride

Den foreliggende oppfinnelse vedrorer fremgangsmaéte for 4 forarsake at en
analytisk maling blir utfert i et reflektansavlesningsutstyr ved slutten av en forut-
bestemt tidsperiode etter at en analytt reagerer med et reagens i en pores,

reflektansavlesningsgrunnmasse beliggende i utstyret.

Bakgrunn for oppfinnelsen

Kvantifisering av kjemiske og biokjemiske komponenter i fargede, vandige
fluider, spesielt fargede biologiske fluider slik som fullstendig blod og urin og
biologiske fluidderivater slik som blodserum og blodplasma er av stadig ekende
viktighet. Viktige anvendelser eksisterer i medisinsk diagnostikk og behandling og i
kvantifisering av eksponering for terapeutiske medikamenter, toksiske stoffer,
skadelige kjemikalier og lignende. I noen tilfeller er mengden av materialer som
blir bestemt, enten s sma - i omradet pa | mikrogram eller mindre pr. desiliter - eller
s& vanskelig & bestemme ngyaktig at apparatet som anvendes blir komplisert og
anvendbart bare for utdannet laboratoriepersonale. I dette tilfelle er resultatene
hovedsakelig ikke tilgjengelige for noen timer eller dager etter provetaking. I andre
tilfeller er det ofte en understrekning av evnen til lagoperaterer og utfore testen
rutinemessig, raskt og reproduserbart utenfor et laboratorieoppsett med hurtig eller
oyeblikkelig avlevering av informasjon.

WO83/00931 beskriver en fremgangsmate for detektering av prevefluid pa et
analyseobjektglass ved & méle reflektert lys bade for og etter at fluidet er blitt pafort
objektglasset, for & bestemme om objektglasset inneholder nok fluid for en egnet
test. '

US patent 4 199 261 beskriver en fremgangsmaéte og tilherende apparatur for
detektering av lys reflektert fra en testprove for 4 danne et testsignal og lys detektert
direkte fra en lyskilde for & danne et kildesignal. Et mal pd signal blir deretter
dannet som forholdet mellom prove og kildesignaler. Dette forholdet star for

forandringer i oppnadd intensitet til lyskilden.
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En vanlig medisinsk preve er maling av blodglukosenivéer ved diabetikere.
Vanlig undervisning réder diabetiske pasienter 4 male blodglukosenivéet fra to til
syv ganger om dagen avhengig av naturen og alvorlighetsgrad av deres individuelle
tilfelle. Basert pa det observerte menster 1 det malte glykosenivéet gjor pasienten og
legen sammen justeringer i diett, mosjon og insulininntak for bedre a beherske
sykdommen. Denne informasjon burde klart vaere tilgjengelig for pasienten
omgaende.

Oftest anvender en metode som blir vidt brukt 1 U.S.A., en proveartikkel av
typen beskrevet 1 U.S. Patent 3.298.789, utstedt 17. januar 1967 til Mast. I denne
fremgangsmate blir en prove av friskt fullstendig blod (typisk 20 - 40 ul) plassert pa
en etylcellulosebelagt reagenspute som inneholder et enzymsystem som har glukose-
oksidase og peroksydaseaktivitet. Enzymsystemet reagerer med glukose og frigjor
hydrogenperoksyd. Puten inneholder ogsé en indikator som reagerer med hydrogen-
peroksyd i nervar av peroksydase til & gi en farge som er proposjonal i intensitet
med prevens glukoseniva.

En annen populer blodglukoseprevemetode anvender lignende kjemi, men 1
stedet for den etylcellulose-belagte pute anvender den en vannresistent film hvori-
gjennom enzymene og indikatoren blir dispergert. Denne type system er beskrevet i
U.S. Patent 3.630.957, utstedt 28. desember 1971 til Rey et al.

I begge tilfeller tillates preven & forbli 1 kontakt med reagensputen i en
spesifisert tid (typisk ett minutt). S4, i det forste tilfellet blir blodpreven vasket av
med en vannstrem, mens i det andre tilfellet blir den terket av filmen. Reagens-
puten eller filmen blir sé terket med oppsugningspapir og evaluert. Evalueringen
gjares enten ved 4 sammenligne den dannede farge med et fargekart, eller ved a
plassere puten eller filmen 1 et diffus-reflektans-instrument for & avlese en
fargeintensitetsverdi.

Selv om de ovennevnte fremgangsmater er blitt anvendt i glukosemaling i
mange 4r, har de visse begrensninger. Provesterrelsen som kreves, er noksa stor for
en fingerstikkpreve, og er vanskelig & oppna for noen mennesker viss kapiller-blod

ikke siver ut lett.
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I tillegg har disse fremgangsmater en felles begrensning med andre enkle lag-
operator kolometriske bestemmelser ved at deres resultat er basert pa en absolutt
fargeavlesning som videre er forbundet med den absolutte reaksjonsgrad mellom
proven og testreagensene. Det faktum at proven mé vaskes eller torkes av
reagensputen etter det tidsangitte reaksjonsintervall, krever at brukeren mé vaere klar
ved slutten av tidsintervallet og terke eller pafere en vaskestrom ved det pakrevde
tidspunkt. Det faktum at reaksjonen stoppes ved & fjerne preven, forer til noen grad
av usikkerhet i resultatet, spesiélt i hendene til en hjemmebruker. Overvasking kan
giilave resultater og undervasking kan gi heye resultater.

Et annet problem som ofte eksisterer i enkle lag-operator-kolometriske
bestemmelser er nadvendigheten av 4 starte en tidsmalingsekvens nar blodet paferes
pa reagensputen. En bruker vil typisk ha utfert et stikk 1 fingeren for & oppné en
blodpreve og vil s& vere nedt til & samtidig pafere blodet fra fingeren til en
reagenspute mens han eller hun starter en tidsmalingsklokke med sin annen hand, og
derved kreves anvendelse av begge hender samtidig. Dette er spesielt vanskelig,
siden det ofte er nedvendig 4 sikre seg om at tidsavlesningskretsen startes bare nar
blodet péferes pa reagensputen. Alle de tidligere metoder'pé omradet krever
tilleggsmanipulasjoner eller tilleggskrets for 4 oppna dette resultat. Folgelig er
forenkling av dette aspekt av reflektansavlesninginstrumenter gnskelige.

Tilstedevarelse av rade blodceller eller andre fargede komponenter
interfererer ofte med malingene av disse absolutte verdier, og kaller derved pa en
utelukkelse av rade blodceller i disse to tidligere metoder siden de blir mest vidt
praktisert. I utstyret i patent 3.298.789 forhindrer en etylcellulosemembran rede
blodceller fra & gé inn i reagensputen. P4 samme maéte forhindrer den vannresistente
film i patent 3.630.957 rede blodceller fra & gi inn. I begge tillfeller virker
skyllingen eller terkingen ogsa til & fjerne disse potensielt interfererende rede
blodceller for méling.

Folgelig gjenstar et behov for en fremgangsmaéte for pavisning av analyter i
fargede veesker, slik som blod, som ikke krever fjerning av overskuddsvaeske fra en

reflektantstrimmel hvorfra en reflektantavlesning blir oppnadd.
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Sammendrag av oppfinnelsen

Foreliggende oppfinnelse vedrerer folgelig fremgangsmate for & forarsake at
en analytisk maling blir utfort i et Reflektansavlesningsutstyr ved slutten av en
forutbestemt tidsperiode etter at en analytt reagerer med et reagens i en pores,
reflektansavlesningsgrunnmasse beliggende 1 utstyret, kjennetegnet ved at den
omfatter at:

man tar en forste reflektansavlesning av en terr forste overflate til en pores
grunnmasse for pafering av en preve av kroppsfluid antatt & inneholde analytten pa
en annen overflate til nevnte porgse grunnmasse, hvorifra preven kan bevege seg til
den forste overflaten ved kapilleer virkning og reagere med reagenset i den porese
grunnmasse dersom analytten er tilstede 1 proven;

man paferer preven pa den andre overflaten til den porese grunnmassen;

man tar en ytterligere reflektansavlesning fra den ferste
overflaten etter at proven er applisert pd den porgse grunnmasse;

man sammenligner nevnte ytterligere reflektansavlesning med nevnte forste
reflektansavlesning og starter den forutbestemte tidsperioden ved et forutbestemt fall i
reflektans, tilstrekkelig til & indikere at preven har nddd den ferste overflaten; og

man tar en reflektansavlesningsmaling ved slutten av den forutbestemte
tidsperiode uten & ha bestemt tidspunktet hvor preven opprinnelig ble pafert pa den

porgse grunnmasse.

Kort heskrivelse av tegningene

Den foreliggende oppfinnelse kan mere lett forstds med referanse til den
folgende detaljerte beskrivelse, ndr den leses 1 sammenheng med de vedlagte
tegninger, hvor:

Fig. 1 er et perspektivbilde av en utforelsesform av en testanordning som
inneholder reaksjonsputen hvortil fluidum som skal analyseres, paferes.

Fig. 2 er et blokkdiagramskjema av et apparat som kan anvendes i utforelsen
av oppfinnelsen.

Fig. 3 er et blokkdiagramskjema av et alternativt apparat som kan anvendes i

utferelsen av oppfinnelsen.
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Detaljert beskrivelse av oppfinnelsen
Reagenselementet

Den tilgrunnliggende oppfinnelse gir en forbedret, hurtig og enkel
fremgangsmate som anvender palitelige og lett opererbart apparat for bestemmelse
av analytter slik som glukose, som spesielt involverer et enzymsubstrat som
resulterer 1 produksjon av hydrogenperoksyd som enzymprodukt. Fremgangsméten
ligger 1 pafering til en porgs grunnmasse av et lite volum som er tilstrekkelig til &
mette grunnmassen. Bundet til grunnmassen er en eller flere reagenser 1 et signal-
produserende system, som resulterer i produksjon av et produkt som resulterer 1 en
startforandring i graden av reflektans for grunnmassen. Grunnmassen er typisk
tilstede 1 et reflektansavlesningsutstyr nar fluidet paferes. Vaskepraven trenger
igjennom grunnmassen, hvilket resulterer i en startforandring i reflektans ved
malingsoverflaten. En avlesning blir sa tatt ved ett eller flere tidspunkter etter
startforandring i reflektans for a relatere den videre forandring 1 reflektans ved
malingsoverflaten eller 1 grunnmassen som et resultat av dannelse av reaksjons-
produkt med mengden av analytt 1 proven.

For malinger 1 blod, spesielt glukosemélinger, blir fullstendig blod typisk
anvendt som malingsmedium. Grunnmassen inneholder et oksidasesystem, som
produserer hydrogenperoksyd. Ogsa inneholdt 1 grunnmassen vil det vare et annet
enzym, spesielt en peroksidase, og et fargesystem som produserer et lys-
absorberende produkt i forbindelse med peroksidasen. Det lysabsorberende produkt
forandrer reflektanssignalet. Med fullstendig blod blir avlesninger tatt ved to
forskjellige belgelengder med avlesning ved en belgelengde anvendt til &
substrahere ut bagrunnsinterferens forarsaket av hematokrit, blodoksygenering og
andre variabler som kan pévirke resultatet.

Et reagenselement anvendes, som omfatter grunnmassen og ingrediensene av
det signalproduserende system inneholdt i grunnmassen. Reagenselementet kan
inkludere andre komponenter til spesielle anvendelser. Fremgangsmaten krever
pafering av et lite fluidvolum, som typisk ikke har veert underkastet tidligere
behandling, (annen enn eventuell behandling med et antikoagulerende middel), til

grunnmassen. Tidsangivelse av malingen oppnas ved et apparat som automatisk
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paviser en forandring i reflektans 1 grunnmassen nér fluid trenger gjennom grunn-
massen. Forandringen i reflektans over en forutbestemt tidsperiode som et resultat
av dannelse av reaksjonsprodukt, blir s relatert til mengden av analytt i en preve.

For & assistere i avlesning av reflektans er det foretrukket at grunnmassen har
minst en side som er i det vesentlige glatt og flat. Typisk vil grunnmassen bli formet
til en tynn plate med minst en glatt, flat side. I anvendelse blir vaskepreven som
blir analysert, pafort pa en side av platen, hvorved en hvilken som helst malings-
forbindelse til stede passerer gjennom reagenselementet ved hjelp av kapiller-,
veke-, gravitasjonsstrem-og/eller diffusjonsvirkninger. Komponentene i det signal-
produserende system tilstede 1 grunnmassen vil reagere til & gi et lysabsorberende
reaksjonsprodukt. Innfallende lys stoter mot reagenselementet ved en lokalisering
som er forskjellig fra lokaliseringen hvortil proven paferes. Lys reflekteres fra
overflaten av elementet som diffust, reflektert lys. Dette diffuse lys oppsamles og
males, f.eks. av en detektor 1 et reflektans-spektrofotometer. Mengden av reflektert
lys vil vare relatert til mengden av analytt 1 preven, som vanligvis er en invers

funksjon av mengden av analytt i preven.

Grunnmasse
Hver av komponentene som er nedvendige for produksjon av reagens-
element, vil bli beskrevet senere. Den forste komponent er selve grunnmassen.
Grunnmassen vil vaere en hydrofil, pores grunnmasse, hvortil reagenser kan
veere kovalent eller ikke-kovalent bundet. Grunnmassen vil tillate strom av et
vandig medium gjennom grunnmassen. Den vil ogsa tillate binding av protein-
sammensetninger til grunnmassen uten pa en ugunstig, signifikant mate a pavirke
den biologiske aktivitet av proteinet, f.eks. en enzymatisk aktivitet av et enzym.
[ den utstrekning som proteiner vil bli kovalent bundet, vil grunnmassen ha aktive
steder for kovalent binding eller kan aktiveres ved mater kjent pa fagomréadet.
Sammensetningen av grunnmassen vil vare reflektrende og vil veere av tilstrekkelig
tykkelse til 4 tillate dannelse av en lysabsorberende farge i porevolumet eller pa

overflaten for pé en vesentlig méte & pavirke reflektansen fra grunnmassen. Grunn-
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massen kan vare av en uniform sammensetning eller et belegg pa et stoff som gir
den nedvendige struktur og de nedvendige fysiske egenskaper.

Grunnmassen vil vanligvis ikke deformeres den blir vat, og bevarer saledes
sin opprinnelige form og sterrelse. Grunnmassen vil ha en definert absorberings-
evne, slik at volumet som absorberes, kan beregnes innen rimelige grenser, idet
variasjoner vanligvis opprettholdes under omtrent 50 %, fortrinnsvis ikke storre enn
10 %. Grunnmassen vil ha tilstrekkelig vatstyrke til 4 tillate rutine-fremstilling.
Grunnmassen vil tillate at ikke-kovalent bundet reagenser blir relativt uniformt
fordelt pa overflaten av grunnmassen.

Som eksempel p& grunnmasseoverflater er polyamider, spesielt med praver
som involverer fullstendig blod. Polyamidene som er best egnet, er kondensasjons-
polymerer av monomerer pa fra 4 til 8 karbonatomer, hvor monomerene er laktamer
eller kombinasjoner av diaminer og di-karboksylsyrer. Andre polymeriske sammen-
setninger som har sammenlignbare egenskaper, kan ogsa finne anvendelse.
Polyamidsammensetningene kan modifiseres til & innfare andre funksjonelle
grupper som gir ladede strukturer, slik at overflatene av grunnmassen kan vare
noytrale, positive eller negative, si vel som naytrale, basiske eller sure. Foretrukne
overflater er positivt ladet.

Nar anvendt i fullstendig blod har den poragse grunnmasse fortrinnsvis porer
med en gjennomsnittsdiameter 1 omradet pa fra omtrent 0,1 til 2,0 gm, mer fore-
trukket pa fra omtrent 0,6 til 1,0 um.

En foretrukket mate & fremstille det porgse materialet p4, er & stepe den
hydrofile polymer pé en kjerne av ikke-vevde fibre. Kjernefibrene kan vare et
hvilket som helst fibrest materiale som produserer den beskrevne integritet og
styrke, slik som polyestere og polyamider. Reagenset som vil danne det lys-
absorberende reaksjonsprodukt, som er diskutert senere i detalj, er tilstede i porene
1 grunnmassen, men ikke blokkerer grunnmassen, slik at veeskedelen i prevemediet,
f.eks. blod som blir analysert, kan flyte gjennom porene 1 grunnmassen, mens
partikler, slik som erytrocytter, blir holdt pa overflaten.

Grunnmassen er i det vesentlige reflekterende, slik at den gir en diffus

reflektans uten anvendelse av et reflekterende underlag. Fortrinnsvis minst 25 %,
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mere foretrukket minst 50 %, av det innfallende lys tilfort 1 grunnmassen, blir
reflektert og sendt ut som diffus reflektans. En grunnmasse péa mindre enn omtrent
0,5 mm tykkelse, blir vanligvis anvendt, med fra omtrent 0,01 til 0,3 mm som
foretrukket. En tykkelse pa fra omtrent 0,1 til 0,2 mm er mest foretrukket, spesielt
for en nylon grunnmasse.

Typisk vil grunnmassen veare festet til en holder for & gi den fysisk for og
fasthet, selvom dette ikke beheover & vere nedvendig. Figur 1 viser en utferelses-
form av oppfinnelsen hvor en tynn hydrofil grunnmassepute 11 er plassert i en ende
av en plastholder 12 ved hjelp av et klebemiddel 13 som direkte og fast fester
reagensputen til handtaket. Et hull 14 er tilstede i plastholder 12 i omradet hvortil
reagenspute 11 er festet, slik at preven kan paferes pa en side av reagensputen og lys
reflekteres fra den andre side.

En veskepreve som skal testes, paferes pé pute 1. Generelt, med blod som
eksempel pa en prove som blir testet, vil reagensputen vere av sterrelsesorden pa
omtrent 10 mm?” til 100 mm?® i overflateomrédet, spesielt 10 mm” til 50 mm” i
omradet, som normalt er et volum som 5 - 10 mikroliter preve vil mer enn mette.

Diffuse reflektansmalinger innen den tidligere fagkunnskap er typisk blitt tatt
ved 4 anvende en reflekterende bakgrunn, festet til eller plassert bak grunnmassen.
Ingen slik bakgrunn trengs eller vil normalt vaere tilstede under utferelsen av den
foreliggende oppfinnelse, enten som en del av reagenselementet eller reflektans-
apparatet.

Som det kan sees fra fig. | holder bareren reagenspute 1, slik at en preve kan
pafores pé en side av reagensputen, mens lysreflektans males fra siden av reagens-
puten som er motsatt til lokaliseringen hvor preven péfores.

Fig.2 viser et system hvor reagensen paferes pa siden med hullet 1 bakgrunns-
héndtaket, mens lys reflekteres og males pa den andre side av reagensputen. Andre
strukturer enn de beskrevne kan anvendes. Puten kan anta forskjellige former,
avhengig av begrensningene som er gitt her. Puten vil vare tilgjengelig pa minst en
overflate og vanligvis to overflater.

Det hydrofile lag (reagenselement) kan veere festet til bareren ved hjelp av

en hvilken som helst egnet mate, f.cks. en holder, klemme eller klebemidler;
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imidlertid i den foretrukne fremgangsmate er den bundet til bakgrunnen. Bindingen
kan gjeres med et hvilket som helst ikke-reaktivt klebemiddel, ved en termisk
metode hvor bakgrunnsoverflaten smeltes nok til & fange noe av materialet som
anvendes i det hydrofile lag, eller ved mikrobglge eller ultrasoniske bindings-
metoder som pé samme maéte smelter de hydrofile preveputer til bakgrunnen. Det er
viktig at bindingen er slik at den ikke selv interfererer vesentlig med de diffuse
reflektansmalinger eller reaksjonen som skal méles, selvom det er usansynlig at
dette forekommer, da ikke noe klebemiddel trenger & vare tilstede pa stedet hvor
avlesningen tas. For eksempel kan et klebemiddel 13 paferes til bakgrunnsstrimmel
12, etterfulgt forst av utstikking av hull 14 i den kombinerte stimmel og klebemiddel
og sé pafering av reagenspute 1l til klebemiddelet i omradet rundt hull 14, slik at den

perifere del av reagensputen fester seg til bakgrunnstrimmelen.

De kjemiske reagenser

Ethvert signalproduserende system kan anvendes, som er 1 stand til a reagere
med analytten 1 preven for & produsere (enten direkte eller indirekte) en forbindelse
som karakteristisk er absorberende ved en bglgelengde forskjellig fra belgelengden
hvorved malingsmediet 1 det vesentlige absorberer.

Polyamid-grunnmasser er spesielt anvendbare for utferelse av reaksjoner
hvor et substrat (en analytt) reagerer med en et oksygen-anvendende oksidaseenzym
pé en slik mate at det produseres et produkt som videre reagerer med et fargeinter-
mediat for enten direkte eller indirekte 4 danne en farge som absorberer i et forut-
bestemt bolgelengdeomrade. For eksempel kan et oksidase-enzym oksydere et
substrat og produsere hydrogenperoksyd som reaksjonsprodukt. Hydrogenperoksyd
kan sé reagere med et fargeintermediat eller -forlaper i en katalysert eller ukatalysert
reaksjon, for & produsere en oksydert form av intermediatet eller forleperen. Dette
oksyderte materiale kan produsere det fargede produkt elle reagere med en annen
forlgper for & danne sluttfargen.

Eksempler pé analyser og typiske reagenser inkluderer de folgende materialer

vist 1 den felgende liste.
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Analytt ag pravetype

Glukose 1 blod, serum,
urin eller andre biologiske
fluider, vin, fruktsafter
eller andre fargede vandige
fluider. Fullstendig blod er
en spesielt foretrukket

prevetype.

O Som rapportert Clinical Chemistry, Richterich og Columbo, s. 367 og

referanser angitt der.

. (2) - Analyst, 97 (1972) 142-5.

10

Reagenser

Glukose-oksidase, peroksidase

og en oksygenakseptor

Oksygenakseptorer inkluderer:
0-dianisidin (1)
0-toluidin
0-tolidin (1)
Benzidin (1)
2,2'-azinodi-(3-etylbenz-
tiazolin sulfonsyre (6)) (1)
3-metyl-2-benzotiazoli-non-
hydrazon pluss N,N-dimetyl-
anilin (1)
Sulfonert 2,4-diklorfenol
pluss 4-amino-fenazon (2)
3-metyl-2-benzotiazoli-non-
hydazon Pluss 3-(dimetyl
amino)-benzosyre (3)
2-metoksy-4-allyl-fenol (4)
4-aminoantipyrin-dimetyl-
anilin (5)

(3)  Anal Biochem,, 105, (1980) 389-397-
(4)  Anal Biochem., 79, (1977) 597-601

(5) Clinica Chemica Acta, 75, (1977) 387-391 alle inkorporert her ved referanse.
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Analysemetode

Analysemetoden avhenger av en forandring i absorbans, som malt ved diffus

reflektans, som er avhengig av mengden av analytt tilstede i en prove som blir testet.
Denne forandring kan bestemmes ved méling av forandringen 1 absorbans i
testpraven mellom to eller flere tidspunkter.

Det forste trinn av mélingen som skal betraktes, vil vare pafering av preven
til grunnmassen. I praksis bor en analyse utfores som folger: Forste oppnés en prove
av vandig fluid som inneholder en analytt. Blod kan oppnés ved f.eks. et stikk 1
finger. Et overskudd over grunnmassemetning i omradet hvor reflektans vil bli malt
(dvs. 5 - 10 mikroliter) av denne fluid, paferes til reagenselementet eller elementene
av méaleutstyret. Samtidig starting av en tidsangiver kreves ikke (som vanligvis
krevdes i den tidligere fagkunnskap) som vil bli klart nedenfor. Overskuddsfluid kan
fiernes, slik som ved lett avtarking av oppsugingspapir, men slik fjerning er heller
ikke pékrevd. Malingsutstyret blir typisk montert i et instrument for avlesning av
lysabsorbans; f.eks. fargeintensitet, ved reflektans for pafering av praven.

Absorbans males ved visse tidspunkter etter pafering av preve. Absorbans
refererer 1 denne sgknad ikke bare til lys innen det visuelle balgelengdeomradet, men
ogsé utenfor det visuelle belgelengdeomrédet, slik som infrared og ultrafiolett
stréling.

Fra disse malinger av absorbans kan en grad av fargeutvikling beregnes,

_regnet som analyttniva.

Malinesi

Et egnet instrument, slik som et diffust reflektans-spektrofotometer med
passende program, kan lages slik at det automatisk avleser reflektans ved visse
tidpunkter, beregner grad av reflektansforandring, og ved 4 anvende kalibreringsfak-
torer, uttaksnivaet av analytt i den vandige fluid. En slik anordning er skjematisk
vist 1 fig. 2, hvor et maleutstyr av oppfinnelsen som omfatter bakgrunn 12 borttil
reagenspute 1l er festet, er vist. Lyskilde 5, f.eks. en hayintensitetslysenderdiode
(LED) sender en lysstrale inn i reagensputen. An vesentlig del (minst 25 %,

fortrinnsvis minst 35 % og mere foretrukket minst 50 %, i fraveer av reaksjons-
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produkt) av dette lys blir diffust reflektert fra reagensputen og pavises av lysdetektor
6, f.eks. en fototransistor som produserer en utgdende strem proporsjonal med lyset
som den mottar. Lyskilde 5 og/eller detektor 6 kan tilpasses til & danne eller svare pa
en spesiell bolgelengde, om ensket. Uttaket fra detektor 6 passeres til forsterker 7,
f.eks. en linezr integrert krets som omdanner fototransistorstremmen til en spenning.
Uttaket fra forsterker 7 kan fores til oppsporings- og holdekrets 8. Dette er en
kombinasjon av linezr/digitalintegrert krets som sporer opp eller folger den analoge
spenning fra forsterker 7 og, ved kommando fra mikroprosessor 20 laser eller holder
spenningen ved dette niva pa det tidspunktet. Analog-til-digital omformer 19 tar den
analoge spenning fra oppsporings- og holdekrets 8 og omformér den til f.eks. et tolv-
bit binzrt digital tall ved kommando fra mikroprosessor 20. Mikroprosessor 20 kan
vare en digitalintegrert krets. Den tjener de falgende kontrollfunksjoner:
1) tidsangivelse for hele systemet; 2) avlesning av uttaket fra analog/digital omformer
19; 3) sammen med program og datahukommelse 21, lagring av data som tilsvarer
reflektansen malt ved spesifiserte tidsintervaller; 4) beregning av analyttnivaer fra de
lagrede reflektanser; og 5) uttak av analytt-konsentrasjonsdata til avleser 22.
Hukommelse 21 kan vare en digitalintegrert krets som lagrer data og det mikro-
prosessor-opererende program. Rapportutstyr 22 kan anta forskjellige hardkopi og
bletkopiformer. Vanligvis er det en synlig fremvisning, slik som en vaskekrystall
eller LED fremvisning, men den kan ogsa vere en tape-printer, et harbart signal eller
lignende. Instrumentet kan ogsa inkludere en start-stopp bryter og kan gi et herbart
eller synlig tidssignal for & angi tider for pafering av preven, for a ta avlesninger etc.,

om ensket.

Reflektanshytte

Selve reflektanskretsen kan anvendes til & starte tidsangivelse til & male et fall
i reflektans som forekommer nar den vandige del av suspensjonslegsningen som
péferes til reagensputen (f.eks. blod) vandrer til overflaten hvorved reflektans blir
maélt. Typisk blir mélingsutstyret satt pa en "klar" instilling hvor reflektans-
avlesningen gjores automatisk ved nertliggende intervaller (typisk omtrent 0,2 sek.)

fra den typisk ubleket hvite, 1 det vesentlige terre, ureagerte reagensstrimmel.
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Startmaélingen blir typisk laget for gjennomtrengning av grunnmassen av fluid som
blir analysert, men kan gjeres etter at fluiden er blitt pafert pa et sted pa reagens-
elementet forskjellig fra der hvor reflektansen males. Reflektansverdien evalueres
av mikroprosessoren, typisk ved a lagre pafelgende verdier i hukommelsen og sa
sammenligne hver verdi med den forste, ureagerte verdi. Nar den vandige losning
trenger gjennom reagensgrunnmassen, signaliserer fallet i reflektans starten pa
malingstidsintervallet. Fall i reflektans pa 5 - 50 % kan anvendes til 4 starte en
tidsmaling, typisk et fall pa omtrent 10 %. Pa denne enkle mate er det en noyaktig
synkronisering av malingsmedium som nér overflaten hvor fra mélinger blir tatt, og
start av sekvensen av avlesninger, uten noe krav til aktivitet av brukeren.

Selv om de totale systemer som er beskrevet 1 denne seknad, er spesielt rettet
mot anvendelse av polyamidgrunnmasse, og spesielt mot anvendelse av slike
grunnmasser i bestemmelse av konsentrasjonen av forskjellige sukkere, slik som
glukose, og andre materialer av biologisk opprinnelse, er det ikke noe behov for 4
begrense reflektansbytte aspektet av oppfinnelsen til slike grunnmasser. For
eksempel kan grunnmassen anvendt med reflektansbytte dannes fra et hvilket som
helst vannulgselig hydrofilt materiale og en hvilken som helst annen type reflektans-

maling.

Snesiell Jelse til elul Al

Et spesielt eksempel med henblikk pa pavisning av glukose i nerver av rede -
blodceller vil na bli gitt slik at sterre detaljer og spesielt fordeler kan pekes ut. Selv
om dette representerer en foretrukket utferelsesform av den foreliggende opp-
finnelse, er oppfinnelsen ikke begrenset til pavisning av glukose i blod.

Anvendelse av polyamid overflater for & danne reagenselementet, gir en rekke
onskede karakteristika i den foreliggende oppfinnelse. Disse er at reagenselementet
er hydrofilt (dvs. tar lett opp reagens og prove), ikke deformeres nér det blir vatt (slik
at det gir en flat overflate for reflektansavlesning), er forenelig med enzymer (for &
gi god lagringsstabilitet), tar opp et begrenset prevevolum pr. enhet membranvolum
(nedvendig for & vise et utvidet dynamisk omréde for malinger) og viser tilstrekkelig

vat styrke til a tillate rutinefremstilling.
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I en typisk utforming blir fremgangsmaten utfﬂrt ved & anvende et apparat
som bestar av en plastholder og reagenselementet (1det grunnmassen har det
signalproduserende system impregnert 1 seg). Den foretrukne grunnmasse for
anvendelse 1 fremstilling av reagenselementet er en nylon mikroﬁltreringsmembran,
spesielt membraner laget av nylon-66 stopt pa en kjerne av ikke-vevede polyester-
fibre. Tallrike nylon mikrofiltreringsmembraner av denne klasse blir produsert
kommersielt av Pall Ultrafine Filtration Corporation som har gjennomsnitts
poresterrelse pa fra 0,1 til 3,0 mikron. Disse materialer viser mekanisk styrke og
fleksibilitet, dimensjons-stabilitet ved utsettelse for vann og hurtig veeting.

Mange variasjoner 1 spesifikk kjemisk struktur av nylon er mulig. Disse
inkluderer ufunksjonalisert nylon-66 med ladede endegrupper (solgt under handels-
merket Ultipore av Pall Ultrafine Filtration Corparation; "Pall"). Positive ladninger
er fremherskende under pH 6, men negative ladninger er fremherskende ved pH over
6. 1 andre membraner blir nylon funksjonalisert for membranen blir utformet for a gi
membraner med forskjellige egenskaper. Nyloner funksjonalisert med karboksy-
grupper, er negativt ladet over et vidt pH-omrade (solgt som Carboxydyn av Pall).
Nyloner kan ogséa vaere funksjonalisert med en hoy tetthet av positivt ladede grupper
pé overflaten, typisk kvarternare amin-grupper, slik at de viser liten variasjon 1
ladning over et vidt pH-omréade (solgt som Posidyne av Pall). Slike materialer er
spesielt vel egnet for utferelsen av foreligeende oppfinnelse. Det er ogsa mulig &
anvende membraner som har reaktive funksjonelle grupper utformet til kovalent
immobilisering av proteiner (solgt som Biodyne Immuno Affinity membraner av
Pall). Slike materialer kan anvendes til kovalent og festeproteiner f.eks. enzymer,
anvendt som reagenser. Selv om alle disse materialer er anvendbare, gir nylon som
har en hoy tetthet av positivt ladede grupper pa overflaten, den beste stabilitet av
reagenser nar den formes til en torr reagenspute. Ufunksjonalisert nylon gir den nest
beste stabilitet med de karboksylerte nyloner nest best.

Onskelige resultater kan oppnas med porestorrelser som varierer fra omtrent
0,2 - 2,0 um, fortrinnsvis omtrent 0,5 - 1,2 um, og mest foretrukket omtrent 0,8 um,
nar anvendt med fullstendig blod.
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Formen av handtaket hvorpé reagenselementet blir oppsamlet, er relativt lite
viktig s& lenge som handtaket tillater avgang til en side av reagenselementet av
proven og til den andre side av reagenselementet av innfallende lys viss reflektans
blir malt. Handtaket hjelper ogsa til & innfere reagenselementet inn i det absorbans-
malende utstyr slik at det registrerer med det optiske system. Ett eksempel pa et
egnet handtak er en mylar eller annen plaststrimmel hvortil et overferingsklebestoff
slik som 3M 465 eller Y9460 overferingsklebemiddel er blitt pafert. Et hull blir
stukket inn i plasten gjennom overforingsklebemiddelet. Et reagenselement, typisk i
form av en tynn pute, enten som inneholder reagenser eller hvortil reagenser senere
vil bli tilsatt, blir s pafert til handtaket ved hjelp av overferingsklebemidler, slik at
det blir fast festet til hdndtaket i omradet som omgir hullet som er blitt stukket
gjennom héndtaket og overferingsklebemiddelet. En slik anordning er illustrert i fig.
1, som viser reagenspute 11 festet til et Mylart hdndtak 12 ved hjelp av klebemiddel
13. Hull 14 gir tilgang av preve eller innfallende lys til en side av reagenspute 11,
mens adgang til den andre side av reagensputen er ubegrenset. Alle dimensjoner av
reagensputen' og handtaket kan selekteres, slik at reagensputen passer sikkert inn 1 et
reflektans-avlesningsinstrument i1 naer beliggenhet med en lyskilde og en reflektert
lysdetektor.

Hvis en nylon matriks velges til & danne reagensputen, nar de angitte tykkelser
blir anvendt, er det foretrukket & ha reagensputen baret av holderen pa en slik mate at
ikke mer enn 6 mm, malt 1 alle retninger, er uten stotte av holderen ved lokalise-
ringen hvor preven paferes og lysreflektans males. Sterre omrader uten stette har
tendens til & gi utilstrekkelig dimensjonsstabilitet til membranen, slik at méaling av
reflektans fra overflaten blir ugunstig pévirket. Et hull 14 p& 5 mm i diameter i
reagensstrimmelen vist 1 fig. 1, virker noksa tilfredstillende.

Det er ingen spesiell grense nar det gjelder minimumsdiameteren av et slikt
hull, selv om diametere pd minst 2 mm er foretrukne for lett fremstilling, pafering av
preove, og avlesning av lysreflektans.

Selv om en rekke farger kunne anvendes som indikatorer, vil valget avhenge

av prgvens natur. Det er nedvendig a velge en farge som har en absorbans ved en
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bolgelengde som er forskjellig fra balgelengden hvorved rade blodceller absorberer
lys, med fullstendig blod som méalingsmedium, eller hvor andre forurensede stoffer 1
lesningen blir analysert med andre mélingsmedier. MBTH-DMAB fargeparet (3-
metyl-2-benzotiazolinon hydrazonhydroklorid og 3-dimetylaminobenzosyre), selv
om det tidligere er blitt beskrevet som egnet for fargeutvikling for peroksidase-
markerer 1 enzym immunologiske malinger, er aldri blitt anvendt 1 kommersiell
glukose-malingsreagens. Dette fargepar gir et storre dynamisk omréde og viser
forbedret enzymatisk stabilitet sammenlignet med tradisjonelle farger anvendt til
glukosemaling, slik som benzidinderivater. Videre er MBTH-DMAB fargeparet
ikke karsinogent, et karakteristika for de fleste benzidinderivater.

Et annet fargepar som kan anvendes 1 maling av glukose, er AAP-CTA (4-
aminoantipyren og kromotropisk syre) paret. Selvom dette par ikke gir sa bredt
dynamiske omrédder som MBTH-DMAB, er det stabilt og egnet til anvendelse 1
utforelsen av den foreliggende oppfinnelse nar man maler glukose. Igjen gir AAP-
CTA fargeparet et utvidet dynamisk omréde og sterre enzymatisk aktivitetsstabilitet
enn de mer vidt anvendte benzidinfarger.

Anvendelse av MBTH-DMAB paret tillater korreksjon av hematokritt og grad
av oksygenering av blod med en enkel korreksjonsfaktor. De mer typiske anvendte
benzidinfarger tillater ikke en slik korreksjon. Fargen danner en kromofor som
absorberer ved omtrent 635 nm men ikke i noen signifikant grad ved 700 nm. Sma
variasjoner i maling av belgelengder (+ omtrent 10 nm) er tillatt. Ved 700 nm kan
béde hematokritt og grad av oksygenering males ved & male blodfarge. Videre er
lyssenderdioder (LED) tilgjengelige 1 handelen for bade 635 nm og 700 nm
malinger, og forenkler derved masseproduksjon av et utstyr. Ved & anvende den
foretrukne membranporestarrelse beskrevet ovenfor og den tilgrunnliggende
reagensutforming kan bade hematokritt og oksygenerings oppfersel korrigeres ved &
maéle ved bare 700 nm bglgelengde.

To tilleggsbetingelser ble funnet & gi spesiell stabilitet og lang lagringstid for
en glukoseoksydase/peroksidase-utforming pa en polyamidgrunnmasse. Disse
anvender en pH pa 3,8 til 5,0, fortrinnsvis omtrent 3,8 til 4,3, mest foretrukket

omtrent 4,0, og anvendelse av et konsentrert buffersystem for péafering av reagensene



10

20

25

30

313929

17

til grunnmassen. Den mest effektive buffer ble funnet & vaere 10 vekt% citratbuffer,
med konsentrasjoner pa fra 5 - 15 % som effektive. Dette er vekt/volum prosenter av
lesningen hvori reagensene paferes til grunnmassen. Andre buffere kan anvendes pa
det samme molare grunnlag. Sterst stabilitet ble oppnddd ved & anvende en lav pH,
fortrinnsvis omtrent pH 4, et MBTH-DMAB fargesystem, og en hey enzym-
konsentrasjon pa omtrent 500-1000 U/ml av paferingslgsning.

I fremstilling av MBTH-DMAB reagenser og enzymsystemet som danner
resten av det signalproduserende system, er det ikke nedvendig & opprettholde
neyaktige volumer og forholder, selvom de foreslétte verdier nedenfor gir gode
resultater. Reagenser blir lett absorbert av grunnmasseputen nér glukoseoksydase er
tilstede 1 en lgsning ved omtrent 27 - 54 vol%, peroksydasen er tilstede ved en
konsentrasjon pa omtrent 2,7 - 5,4 mg/ml MBTH er tilstede ved en konsentrasjon pa
omtrent 4 - 8 mg/ml, og DMAB er tilstede ved en konsentrasjon pa omtrent 8 - 16
mg/ml. DMAB-MBTH vektforholdet blir fortrinnsvis opprettholdt i omradet pa (1-
4):1, fortrinnsvis omtrent (1,5-2,5):1, mest foretrukket omtrent 2:1.

De grunnleggende fremstillingsteknikker for reagenselementet er, s& snart de
er opprettet, enkle. Selve membranen er sterk og stabil, spesielt nér en nylon-
membran av den foretrukne utforelsesform velges. Bare to lgsninger er nedvendige
for & pafere reagens, og disse lgsninger blir bade lette utformet og er stabile. Den
forste inneholder hovedsakelig fargekomponentene og den andre inneholder hoved-
sakelig enzymene. Nar man anvender f.eks. MBTH-DMAB fargeparet, blir de
individuelle farger last i et vandig organisk lgsningsmiddel, typisk en 1:1 blanding
av acetonitril og vann. Grunnmassen dyppes inn i lgsningen, overskuddsvaske
fiernes ved avterking og grunnmassen blir s torket, typisk ved 50 - 60 °Ci 10 - 20
minutter. Grunnmassen som inneholder fargene, blir s dyppet 1 en vandig lgsning
som inneholder enzymene. En typisk utforming ville inneholde peroksydasen og
glukoseoksydase-enzymene s& vel som hvilken som helst ensket buffer,
konserveringsmiddel, stabilisator, eller lignende. Grunnmassen blir sé avterket for &
fjerne overskuddsvaske og terket som foran. En typisk utforming for glukose-

reagenset er som folger:
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Bland: 40 mg MBTH,

80 mg DMAB,

5 ml acetonitril, og

5 ml vann.
Rer til alle faste stoffer er opplest og hell pa en glassplate eller annen flat overflate.
Dypp et stykke Posidyne membran (Pall Co.), tork av overskuddsvaeske og terk ved
56 °C 115 min.

Enzymdypp

Bland: 6 ml vann,

10 mg EDTA, dinatriumsalt,

200 mg Poly Pep, lav viskositet, <Sigma'

0,668 g natriumcitrat

0,523 g sitronsyre

2,0 ml 6 vekt% Gantrez AN-139 lgst i vann <GAF'

30 mg pepperrotperoksydase, 100 enheter/mg, og

2,0 ml glukoseoksydase, 2000 enheter/ml.
Rer inntil alle faste stoffer er last og hell p4 en glassplate eller annen flat overflate.
Dypp et stykke membran tidligere impregnert med farge, terk av overskuddsvaske
og terk ved 56 °C 1 15 minutter.

Det elektroniske apparat som blir anvendt til & gjere reflektansavlesninger,
inneholder minimalt en lyskilde, en reflektert lysdetektor, en forsterker, en analog til
digital omformer, en mikroprosessor med hukommelse og program og en avlesnings-
anordning.

Lyskilden bestér typisk av en lysutsendingsdiode (LED). Selv om det er
mulig 4 anvende en polykrom lyskilde og en lysdetektor som er i stand til & méle ved
to forskjellige belgelengder, ville et foretrukket apparat inneholde to LED kilder
eller en enkelt diode i stand til 4 sende to forskjellige lysbolgelengder. Kommersielt
tilgjengelige LEDer som produserer lysbelgelengdene som er beskrevet som fore-

trukne 1 den foreliggende spesifisering, inkluderer Hewlett Packard HLMP-1340 med
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et emisjonsmaksimum ved 635 nm og en Hewlett Packard QEMT-1045 med smal-
bandsemisjonsmaksimum ved 700 nm. Egnede kommersielt tilgjengelige lys-
detektorer inkluderer en Hammamatsu 5874-18K og en Litronix BPX-65.

Selv om andre fremgangsmaéter for 4 ta malinger, er mulige, har den folgende
fremgangsmate gitt de enskede resultater. Avlesninger blir tatt av fotodetektoren
ved spesifiserte intervaller etter at tidsmaling er startet. 635 nm LED blir skrudd pé '
bare i lopet av et kort malingstidsomrade som begynner omtrent 20 sek. etter
starttidspunktet som angitt ved reflektansbyttet. Hvis denne avlesning indikerer at et
hoyt glukoseniva er tilstede i praven, blir en 30 - sekunders avlesning foretatt og
anvendt i sluttberegningen for & forbedre neyaktighet. Typisk er hoye nivéer
betraktet 4 begynne ved omtrent 250 mg/dl. Bakgrunnen korrigeres med en 700 nm
avlesning tatt omtrent 15 sek. etter starten av mélingsperioden. Avlesningen fra
fotodetektoren integreres over intervallet, mens den passende LED blir aktivert, som
typisk er mindre enn ett sekund. Ra-reflektans-avlesningene blir sa anvendt til
beregninger som utferes av mikroprosessoren etter at signalet er blitt forsterket og
omdannet til et digitalsignal. Tallrike mikroprosessorer kan anvendes til 4 utfere
beregningen. En AIM65 enkelttavle mikrokomputer produsert av Rockwell
International har vist seg & vare tilfredstillende.

De foreliggende fremgangsmater og apparater tillater en veldig enkel
prosedyre med minimums operasjonstrinn for anvenderen. I anvendelse blir
reagensstrimmelen plassert i detektoren slik at hullet i strimmelen samsvarer med
optikken av pavisningssystemet. En fjernbar hette eller annet dekke blir plassert
over optikken og strimmelen for 4 beskytte det hele fra omgivende lys. Maling-
sekvensen blir sé startet ved & trykke ned en knapp pa méaleapparatet som aktiverer
mikrocomputeren til & ta en méling av reflektert lys den ureagerte reagenspute, kalt
en Ry avlesning. Hetten blir sa fjernet og en bloddrape blir pafert pa reagensputen,
typisk mens reagensputen registreres med optikken og avlesningsanordningen. Det
er foretrukket at reagensstrimmelen blir etterlatt pa plass med optikken for &
minimalisere hidndtering. Instrumentet er i stand til & fole péfering av blod eller
annen preve ved en nedgang i reflektans nar proven passerer giennom grunnmassen

og reflektert lys blir malt p& den motsatte side. Nedgang i reflektans starter en tids-
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malingsekvens som er beskrevet 1 detalj pé andre steder 1 denne spesifikasjon.
Dekket bar erstattes innen 15 minutter av prevepafering, selv om dette tidsrom kan
variere avhengig av typen av preve som blir malt. Resultater blir typisk vist ved
omtrent 30 sek. etter pafering av blod, nar en blodglukosepreve blir malt, selv om en
20 sek. reaksjon er tillatelig for glukosepraver som har en glukosekonsentrasjon pa
mindre enn 250 mm/dl. Hvis andre prover blir méalt, kan egnede tider for fremvisning
av resultatet veere forskjellig, og kan lett bestemmes fra karakteristika av det/den
valgte reagens/prave.

En spesielt nayaktig evaluering av glukoseniva (eller annen analytt som blir
maélt), kan gjeres ved & anvende bakgrunnsstrem, dvs. stremmen fra fotodetektoren
med strem pa men uten lys reflektert fra reagensputen, for & gjere en bakgrunnskor-
rigering. Det er blitt demonstrert av over en 2 - 3 maneders periode forandrer denne
verdi seg ikke for et spesielt instrument som er fremstilt 1 henhold til de foretrukne
utforelsesformer av denne spesifikasjon, og det er mulig & programmere denne
bakgrunnsaviesning inn 1 computerhukommelsen som en konstant. Med en svak
modifisering av prosedyren kan imidlertid denne verdi males ved hver analyse for
mer ngyaktige resultater. I den modifiserte prosedyre ber méleren skrus pé med
lukket apning fer reagensstrimmelen er pa plass, og bakgrunnsstremmen ville bli
malt. Teststrimmelen ville sa bli innfert inn 1 maleren med lokket lukket, og en
Riorr maling blir tatt, og prosedyren fortsatt som beskrevet ovenfor. Med denne
modifiserte prosedyre trenger ikke bakgrunnstremmen & vare stabil i lopet av
malerens brukstid, og gir derved mer neyaktige resultater. Radata nedvendig for
beregning av et resultat 1 en glukosemaling er en bakgrunnstrem rapportert som
bakgrunnsreflektans, Ry, som beskrevet ovenfor; en avlesning av den ureagerte
teststrimmel, Ry,rr, 0gsé beskrevet ovenfor; og en sluttpunktmaling. Nar man
anvender de foretrukne utforelsesformer beskrevet her, er sluttpunktet ikke spesielt
stabilt og ma neyaktig tidsbestemmes fra den initielle pafering av blod. Imidlertid
utferer méleren som beskrevet her denne tidsméaling automatisk. For glukose-
konsentrasjoner under 250 mg/dl blir et egnet stabilt sluttpunkt nadd pa 20 sek., og
en slutt reflektans, Ry, blir tatt. For glukosekonsentrasjoner opp til 400 mg/dl er en

30-sekunders reflektansavlesning, R3o, adekvat. Selv om systemet beskrevet her,
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viser god difrensiering opp til 800 mg/dl glukose, er malingen i noen grad forstyrret
og uneyaktig over 450 mg/dl, selv om den ikke er sé stor at den forarsaker et
signifikant problem. Lengre reaksjonstider ber gi mer egnede avlesninger for de
heyere nivaer av glukosekonsentrasjon.

700 nm reflektansavlesningen. for den dobbelte belgelengdemaling blir typisk
tatt ved 15 sek. (Rys).” Ved dette tidspunkt vil blod fullstendig ha mettet reagensputen.

Etter 15 sek. fortsetter fargereaksjonen & finne sted, og feles i liten grad av en 700
nm avlesning. Felgelig, siden fargeabsorbsjon ved 700 nm signalet er en ulempe,
blir avlesninger etter 15 sek. ignorert i beregningene. Radata beskrevet ovenfor
anvendes til a beregne parametere som er proporsjonale med glukosekonsentrasjon,
som lettere kan visualiseres enn reflektansmalinger. En logaritmisk transformasjon
av reflektans analog med forholdet mellom absorberingsevne og analytt-
konsentrasjon observert i transmisjonsspektroskopi (Beer's Law) kan anvendes om
onsket. En forenkling av Kubelka-Monk ligningene, utledet spesifikt for reflektans-
spektroskopi, har vist seg spesielt anvendbar. 1 denne utledning er K/S relatert til
analyttkosentrasjon med K/S definert ved ligning 1.

K/S-t = (I - R*t)*/(2 x R*t) 1)

R*t er reflektiviteten tatt ved et spesielt slutt-tidspunkt, t, og er den absorberte
fraksjon av den innfallende lysstréle beskrevet ved ligning 2, hvor R; er sluttpunkt-
reflektans, Ryg eller R3o.

R*t= (R - Ro)/(Reorr - Ro) (2)

R*t varierer fra O for ikke noe reflektert lys (Ry) til 1 for totalt reflektert lys
(Rerr). Anvendelse av reflektivitet 1 beregnmingene forenkler 1 stor grad malings-
utformingen som en meget stabil kilde, og en pavisningskrets blir unedvendig siden
disse komponenter males med hver Ry 0g Ry, méling.

For en enkelt belgelengdeavlesning kan K/S beregnes ved 20 sekunder (K/S-
20) eller 30 sekunder (K/S-30). Kalibreringskurvene som relaterer disse parametere
til YSI (Yellow Springs Instruments) glukosemalinger, kan beskrives ngyaktig ved
den tredje ordens polynome ligning gjengitt i ligning 3.

YSI = a + a(K/S) + ax(K/S)* + as(K/S)”  (3)

Koeffisientene for disse polynomer er satt opp i tabell 1.
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TABELL ]
Koeffisienter for tredje-ordens polynom tilpasning

av enkeltbalgelengde kalibreringskurver.

K/S-20 K/S-30

ap -55,75 -5525

a 0,1632 0,1334

az -5,765 x 10 2,241 x 107
a3 2,58x 10 120x 10

De enkle kjemiske stoffer som blir malt 1 de foretrukne utferelsesformer, er
MBTH-DMAB indaminfarge, og den komplekse grunnmasse som blir analysert, er
fullstendig blod fordelt pa en 0,8 p Posidyne membran. Et tilbakeblikk med tittel
"Application of Near Infra Red Spectrophotometry to the Nondestructive Analysis of
Foods: A Review of Experimental Results”, CRC Critical Reviews in Food Science
and Nutrition, 18(3) 203-30 (1983), beskriver anvendelse av instrumenter pd maling
av en forskjell 1 optisk tetthet OD (.- 1) hvor OD , er den optiske tetthet ved en
belgelengde som tilsvarer absorbsjonsmaksimum av en komponent som skal
bestemmes, og OD ;, er den optiske tetthet ved en belgelengde hvor den samme
komponent ikke absorberer signifikant. ‘

Algoritmen for dobbelt bglgelengdeméling er nedvendigvis mer kompleks
enn for enkelt belgelengdeméling men er mye sterkere. Den ferste ordens-
korreksjon, anvendt ved 700 nm avlesningen, er en enkelt subtraksjon av bak-’
grunnsfargen p.g.a. blod. For & gjere denne korreksjon kan det bestemmes og ble
bestemt en relasjon mellom absorbans ved 635 nm og 700 nm p.g.a. blodfarge ved &
maéle blodprever med 0 mg/dl glukose over et vidt blodfargeomrade. Fargeomradet
ble konstruert ved & variere hematokritt, og noksa lineare forhold ble observert. Fra
disse linjer ble K/S-15 ved 700 nm normalisert til & gi ekvivalens til K/S-30 ved 635
nm. Dette forhold er gjengitt i ligning 4, hvor K/S-15n er den normaliserte K/S-15
ved 700 nm.

K/S-15n = (K/S-15 x 1,54) - 0,133 4)



10

20

25

30

313929

23

Legg merke til at ekvivalensen av det normaliserte 700 nm signal og 635 nm
signalet bare er sann ved null glukose. Uttrykkene hvorfra kalibreringskurvene ble
utledet, er definert ved ligninger 5 og 6.

K/S-20/15 = (K/S-20) - (K/S-15n) (5)

K/8-30/15 = (K/S-30) - (K/S-15n) (6)

Disse kurver tilpasses best ved fjerde-ordens polynome ligninger lik ligning 3
hvortil et fjerde-ordens ledd i K/S blir lagt til. De computertilpassede koeffisienter

for disse ligninger er satt opp i tabell 2.

TABELL 2
Koeffisienter for fjerde-ordens polynom

tilpasning av dobbelt bolgelengde kalibreringskurver.

K/S-20/15 K/S-30/15
a0 -0,1388 1,099

ay 0,1064 0,05235

a; 6,259 x 10” 1,229 x 10"
as -6,12x10° -5.83x10°
ay 3,21x 10-" 1,30 x 10™

En annen ordenskorreksjon for & eliminere feil p.g.a. kromtaograferings-
virkninger er ogsa blitt utviklet. Lav-hematoknttprever har karakteristisk lave 700
nm avlesninger sammenlignet med heyere hematokrittprever med den samme 635
nm avlesning. Néar forholdet (K/S-30)/(K/S-15) blir plottet 1 forhold til K/S-30 over
et vidt omradet av hematokritter og glukosekonsentrasjoner, indikerer den resulte-
rende linje pa den grafiske fremstilling grensen mellom prevene som viser kromato-
graferingsvirkninger (over kurven) og de som ikke gjore det (under kurven). K/S-30
for prevene over kurven blir korrigert ved & forheye avlesningen til & tilsvare et
punkt pa kurven med den samme (K/S-30)/(K/S-15).

Korreksjonsfaktorene gjengitt ovenfor, ble utformet til & passe til et enkelt
instrument og et begrenset antall reagenspreparater. Algoritmen kan optimaliseres

for et enkelt instrument og reagens pa samme mate som beskrevet ovenfor.
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I sasmmendrag minimaliserer systemet av den foreliggende oppfinnelse
operatorvirkninger og gir tallrike fordeler i forhold til de tidligere reflektans-
avlesningsmetodene pa fagomradet. Nar sammenlignet med tidligere fremgangs-
maéter for f.eks. bestemmelse av glukose i blod, er det flere synlige fordeler. For det
forste er mengden av prove som kreves for & mette den tynne reagenspute, liten
(typisk 5 - 10 mikroliter). For det andre er operatortiden som kreves, bare den som er
nedvendig for & pafere proven pa det tynne hydrofile lag og stenge lokket (typisk 4 -
7 sekunder). For det tredje kreves ingen samtidig tidsavlesningsstart. For det fjerde
kan fullstendig blod anvendes. Denne fremgangsmate krever ingen separasjon eller
anvendelse av rade cellefrie praver og kan likeledes anvendes med andre dypt
fargede prover.

Flere ikke &penbare fordeler fremkommer som et resultat av utferelsen av den
foreliggende oppfinnelse med fullstendig blod. Normalt vil vandige lgsninger (som
blod) trenge gjennom en hydrofil membran for & gi et veeskelag pa den motsatte side
av membranen, en overflate som sé ikke er egnet til reflektansmaling.

Det er imidlertid blitt oppdaget at blod, tilsynelatende p.g.a. vekselvirkninger
mellom rede blodceller og proteiner 1 blodet med grunnmassen, vil vate polyamid-
grunnmassen uten at en overskuddsvaske trenger gjennom den porese grunnmasse
for 4 interferere med reflektansavlesningen pé den motsatte side av grunnmassen.

Videre ville de tynne membraner anvendt i1 den foreliggende oppfinnelse nar
de er vate, forventes & transmittere lys og returnere bare et svakt signal til det
reflektansmalende utstyr. Tidligere undervisning har hovedsakelig angitt at et
reflekterende lag er nedvendig bak grunnmassen for & reflektere tilstrekkelig lys.

I andre tilfeller er en hvit pute blitt plassert bak reagensputen for fargeméling. 1 det
foreliggende tilfelle kreves verken et reflekterende lag eller en hvit pute. Faktisk blir
oppfinnelsen typisk utfert med en lysabsorberende overflate bak reagenselementet
nar innfallende lys blir rettet mot matriksen. Ved & anvende en lysabsorberende
overflate bak reagenselementet, koblet til malingsreflektans ved to forskjellige
belgelengder, tillates akseptable reflektans-malinger & oppnas uten fjerning av
overskuddsvaske fra grunnmassen, for derved a eliminere ett trinn som typisk

krevdes ved tidligere underviste metoder.
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Oppfinnelsen som na blir generelt beskrevet, vil forstas bedre ved referanse til

Reproduserbarhet:

En mannlig blodpreve (JG, hematokritt = 45) ble anvendt til & samle

Eksempel 1

reproduserbarhetsdata fremsatt i tabell 3 - 5.

TABELL 3
Reproduserbarhet av et enkelt balgelengde MPX system
YSI (mg/dl) 20 sek. 30 sek. 20 sek. 30 sek. 20 sek. 30 sek.
25 23,1 23,0 2] 2,04 9, 9,0
55 533 53,2 3,19 3,32 6,0 6,3
101 101 101 3,0 3,3 3,0 33
326 326,6 327 13,3 9,8 4, 3,0
501 503 17,1 3.4
690 675 28 4,15
810 813 37 4,5
TABELL 4
Reproduserbarhet av et dobbelt belgelengde MPX system
Gy snitt (mg/dl) S.D. (mg/dl) WCV.
YSI (mg/dl) 20 sek. 20 sek. 30 sek. 20 sek 30 sek.

25 25 27 1,34 1,55 5,4 5,7
55 55 57,4 2,58 2,62 4,7 4,6
101 101 101,5 2,55 2,8 2,5 2,
326 332 330 150 71 4,5 2,1
501 505 213 4,2
690 687 22,8 3,3
810 817 30,4 3,7
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TABELL 5
Reproduserbarhet av en apning péa 3,0 mm 1 diameter
% CV,
YSI (mg/dl). 47mm 30mm
55-100 48 4,9
300 3,0 5,0
600 3R 55
gj.sn. 39 5,1

Blodet ble delt 1 alikvote mengder og tilsatt glukose over et omrade pa 25 -
800 mg/dl. Tjue bestemmelser ble gjort ved hvert glukosepreveniva fra strimler tatt
tilfeldig fra en 500 strimmelprove (porsjon FJ4-49B). Resultatene fra dette studium
forte til de folgende konklusjoner:

1. Enkel vs. dobbelthalgelengde: Gjennomsnitts C.V. for det 30-sekunders
dobbelte resultat var 3,7 % vs. 4,8 % for det 30-sekunders enkeltbelgelengde-
resultat, en forbedring pé 23 % over et glukoseomrade pa 25 - 810 mg/dl.

Det var en 33 % forbedring i C.V. 1 det 25 - 326 mg/d] glukoseomradet. Her
minket C.V. fra 5,4 % til 3,6 %, en signifikant forbedring i det mest anvendte
omradet. Den 20-sekunders dobbelt balgelengdemaling ga lignende forbedringer i
C.V., sammenlignet med enkelt balgelengdemalingen 1 25 - 326 mg/dl omradet
(tabell 3 og 4).

2. Dobbelt balgelengde 20 vs. 30-sekunders resnltat: Gjennomsnitts C.V. for et
20-sekunders resultat i 25-100 mg/dl omradet er nesten identisk med 30-sekunders
avlesningen, 4,2 % vs. 4,1 %. Imidlertid har ved 326 mg/dl 30-sekunders avlesnin-
gen en C.V. pa 2,1 % og 20-sekunders avlesningen en C.V. pa 4,5 %. Som det ble
sett 1 K/S-20 responskurven begynner hellingen & avta skarpt over 250 mg/dl. Dette
forer til darlig reproduserbarhet ved glukosenivaer sterre enn 300 for 20-sekunders
resultatet. Fra disse reproduserbarhetsdata er avskjaringen for 20-sekunders
resultatet et sted mellom 100 og 326 mg/dl. En avskjaring pa 250 mg/dl ble senere

bestemt fra resultatene fra utbyttestudiet fremsatt i eksempel II.
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3. Sterrelse av apning: En mindre sterrelse av optikképning, 3,0 mm vs. 5 - 0
min., ble undersokt. S‘talteksperimentering ved 3 anvende et 10- replika, handdyppet
plateprove viste forbedrete C.V. verdier med 3,0 mm apningen, tilsynelatene p.g.a.
lettere registrering med systemoptikken. Imidlertid, nar maskinlaget rullemembran
ble anvendt, var gjennomsnitts C.V. (tabell 5) av den sterre &pning, 4,7 mm, 3,9 %
vs. en gjennomsnitts C.V. for 3,0 mm apningen pa 5,1 %. Denne 30 % okning 1 C.V.
var sannsynligvis forarsaket av den ujevne overflate av rullemembranporsjonen som

diskutert nedenfor.

Eksempel 1T
Uthytte:

For sammenligning av den foreliggende fremgangsmate (MPX) mot en typisk
fremgangsmate innen den tidligere fagkunnskap som anvender en Yellow Springs
Instrument Model 23A glukose analysator fabrikkert av Yellow Springs Instrument
Co., Yellow Springs, Ohio (YSI), ble blod fra 36 donorer testet. Donorene ble delt
likt mellom menn og kvinner og rangerte i hematokritt fra 35 til 55 %. Blodprevene
ble anvendt innen 30 timers oppsamling, med litium heparin som antikoagulat. Hver
blodpreve ble delt i aliquote mengder og tilsatt glukose for & gi 152 prever i omradet
pé fra 0 - 700 mg/dl glukose. Hver prave ble testet i duplikat for en total mengde pé
304 datapunkter.

Responskurve ble konstruert fra disse data, og glukoseverdier sa beregnet fra
den passende ligning (tabell 1 og 2). Disse MPX glukoseverdier ble sa plottet vs.
YSI verdiene for & gi spredningsdiagrammer.

Sammenligning av MPX-systemer: For bade 20-sekunders og 30-sekunders
malingstidene er mer spredning synlig i enkeltbglgelengde spredningsdiagrammene
enn i dobbeltbolgelengde spredningsdiagrammene. 20-sekunders avlesningen blir
veldig spredt over 250 mg/dl, men 30-sekunders mélingen har ikke vist spredning for
glukosenivéet er 2500 mg/dl.

Disse spredningsdiagrammer ble kvantisert ved & bestemme avvikene fra YSI

ved forskjellige glukoseomrader. De folgende resultater ble oppnadd.
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TABELL 6
Noyaktighet av MPX fra utbytte data

MPX Malings- S A (mg/dl) CV. for omride*
balgelengde tid (sek.) 0-50 50-250  250-450  450-70

Enkel 20 +5,6 7,2 14,5 -

Enkel 30 +6,9 7,1 8,8 10,2

Dobbel 20 +2,3 5,3 12,8 -

Dobbel 30 +2,19 5,5 5,8 8.4

Bemerk: Disse er intermetode C.V .-verdier.

a)

b)

d)

Dobbelt balgelengde systemet ga C.V .-verdier som rangerte 30 % lavere enn
enkelt bolgelengde systemet.

Enkelt belgelengde systemet, fra 0-50 mg/dl, viste et S.A. pa + 6-7 mg/dl,
mens et S.A. for en dobbelt belgelengde méling var bare £2,2 mg/dl.
Avskjeringen for en 30-sekunders MPX maling er 250 mg/dl. For 50 - 250
mg/dl omradet ga bade 20- og 30-sekunders mélingene lignende intermetode
C.V.-verdier (omtrent 7 % for enkelt belgelengde, 5,5 % for dobbelt balge-
lengde). Imidlertid, 1 250 - 450 mg/dl omrddet mere enn fordobler inter-
metode C.V.-verdiene seg for 20-sekunders avlesningen til 14,5 % for den
enkle og 12,8 % for den dobbelte belgelengde.

30-sekunders avlesningen var ubrukelig over 450 mg/dl for bade den enkle og
dobbelte balgelengemaling (C.V.-verdier pa 10,2 og 8,4 %).

Som konklusjon ga to MPX systemer optimumskvantisering i 0 - 450 mg/dl

omradet.

1.

MPX 30 dobbel: Dette dobbelt balgelengdesystem ga en 30-sekunders
malingstid med en 95 % konfidensgrense (definert som sannsynligheten for at
en maling er innen 2 S.A. av YSI) pa 11,3 % (C.V.) for omradet fra 50 - 450
mg/dl (tabell 7) og £4,4 mg/dl (S.A.) for 0,50 mg/dl.

MPX 30/20 dohbel: Dette dobbelt balgelengdesystem ga en 20-sekunders
malingstid 1 0-250 mg/dl omradet og en 30-sekunders tid for 250-450 omradet.
95 % konfidensgrensene er nesten identiske med MPX 30 dobbeltsystemet
(tabell 7), 11,1 % (C.V.) for 50-450 mg/dl og +4,6 mg/dl (S.A. for 0-50 mg/dl).
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TABELL 7
Sammenligning av 95 % konfidensgrenser for MPX,
GlucoScan Plus og Accu-Chek bG* reagens strimler

Malings
omrade MPX enkelt halgelengde MPX dobhelt halgelengde
mg/dl 20 sek. 30sek. 20 sek. 30 sek.

0-50 1,2 mg/dl 13,8 mg/dl 4,6 mg/dl 4,4 mg/dl
50-250 - 144 % 14,2 % 10,6 % 11,0 %
250-450 - 17,6 % - 11,6 %
77-405 GlucoScan Plus (Drexler klinisk) 15,9 %

77-405 Accu-Chek bG (Drexler klinisk) 10,7 %

50-450 MPX 20/30 dobbelt hybrid 11,1 %

50-450 MPX 30 dobbelt 11,3

Konfidensgrenser for MPX var fra YSI. Konfidensgrensene for GlucoScan
Plus og Accu-Chek bG var fra regresjonsligningen vs. YSI som eliminerer

skjevheter p.g.a. sma forskjeller i kalibrering.

Eksempel 111
Stabilitet:
Det meste av benkeskalaarbeidet som ble utfert for & optimalisere stabilitet,
ble fullfert ved & anvende handdyppede 0,8 1 Posidyne membran plater. Den
spesifikke farge/enzymutforming ble fremsatt tidligere.

. Romtemperatur stahilitet:

Dette studium forsgkte & kartlegge enhver forandring 1 respons 1 0,8 p
Posidyne mebranreagenset lagret ved 18 - 20°C over terkemiddel av silisiumdioksyd-
gel. Etter 2,5 mnd. var det ingen merkbar forandring som mélt ved responsen for en
romtemperaturprave vs. responsen for en prove lagret ved 5°C. Hvert sprednings-

diagram representerte et glukoseomrade pé 0 - 450 mg/dl.
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2. Stahilitet ved 37°C:

Et 37°C stabilitetsstudium ved & anvende det samme reagens som ved RT
studiet ble utfert. Forskjellene i glukose-verdier for reagens under betingelsen 37°C
vs. RT reagens, for strimler under betingelser med og uten klebemiddel, ble plottet
over tid. Selvom data var uklare, p.g.a. den dérlige reproduserbarhet av handlagede
strimler, var stabiliteten utmerket for strimler enten de var under betingelsen med

eller uten klebemiddel.

3. Stabilitet ved 56°C:

Atte 5- til 6-dagers stabilitet ble utfert ved & anvende forskjellige preparater
med lik utforming pa platemembran (tabell 8). For lav-glukose-testnivéet (80 - 100
mg/dl) falt gjennomsnitts glukoseverdien under betingelsen ved 3,4 %, med det
hayeste fall pd 9,55 %. Ved det hoye testniva (280 - 320 mg/dl) sank glukose-

avlesningen med et gjennomsnitt pa 3,4 %, idet den storste nedgang var 10,0 %.

TABELL 8
Stabilitet av pH = 4,0, 0,8 Posidyne plate reagens
Utforming understreket for 5 til 6 dager ved 56°C

% forskjell (56°C vs RT1 )
Prave nr. YSI (80-100 mg/dl) YSI (280-320 mg/dl)
FJ22B -6,25 +5,4
FI27A -4,0 -5,14
FJ28B 2,4 -5.3
FI30H -9,55 -10,0
FJ31C +4,43 -1,24
FJ36 -3,2 -8,5
FJ48B* -3,0 0,0
GM48A* 30 =25
Gjennomsnitt pa -3,4 -3.4

* Disse to prever inneholdt to ganger den normale konsentrasjon av enzym og farge.
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Et studium av denne membran under 56°C betingelse over en 19-dagers periode

viste ingen hoved forskjell for strimler under betingelser med eller uten klebemiddel.

I begge tilfeller var 19-dagers nedgangen i glukoseverdi <15 % ved lave testnivaer
(80 - 100) og 300 mg/dl.

Et annet 56°C stuidium hvor man anvendte hénddyppet 0,8 4 Posidyne membran

med to ganger det normale konsentrasjon av enzym og farge, ble fullfort. To separate

preparater med den samme utforming ble laget, og stabiliteten malt over en 14-dagers

periode. Gjennomsnittsresultatene fra de to studier ble plottet. Forandringer var

inne + 10 % over 14-dagers perioden ved bade det haye og lave glukose testniva.

Disse data viser at denne utforming er spesielt stabil.

Pravestarrelse:

Eksempel IV

Krav til prevesterrelse for MPX er vist i tabell 9.

Prove
storrelse

(uD)

EoN VS B

NO—‘
oW

N o=
oOUx-l:-u

Virkning av pravesterrelse pA MPX maélinger

TABELL 9

Dobbelt balgelengde enkelt balgelengde
Gjsn. Gisn.
Lav glukose YSI = 56
4] 50 39 31 40 31 42 30 19 30
44 49 49" 49 48 4] 45 44 45 44
54 48 49 5] 50 50 49 48 49 49
48 48 50 47 48 54 53 56 55 54
49 49 49 50 49 55 57 58 60 58
Hoy glukose YSI = 360
301 260 276 286 280 274 232 244 260 252
383 378 367 34l 367 361 356 342 318 344
398 402 382 370 388 378 387 366 351 370
364 362 378 368 368 356 358 379 369 366
375 370 380 378 376 380 382 389 385 384
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Volumene gjengitt i tabellen ble overfort til reagensputen vist i fig. 1 ved &
anvende en mikropipette. Nar blod fra et stikk i finger blir pafert en strimmel, kan
den totale proven ikke overfores, derfor representerer volumene som er gjengitt her,
ikke den totale provesterrelse som trengs & klemmes ut fra fingeren for analysen. En
3-ul preve er minimum som er ngdvendig for fullstendig & dekke reagenspute-
sirkelen. Dette gir ikke nok preve til fullstendig 4 mette reagensputen og MPX gir
lave resultater. En 4-ul preve metter knapt reagensputen, mens en 5-ul prove er klart
tilstrekkelig. En 10-ul prove er en stor, skinnende drape og en 20-ul preve er veldig
stor drépe og det er bare sannsynlig at denne kan brukes nar blod fra en pipette
anvendes til provetaking.

Ved lav glukosekonsentrasjon er enkelt balgelengde resultatet i noen grad
avhengig av prevesterrelsen, som blir fullstendig eliminert nir man anvender dobbelt
belgelengde mélingen. Selvom denne avhengighet med enkelt belgelengden kunne

betraktes som akseptabel, er den klart ugnsket.

Eksempel V.
Repraduserbarhet:

Eksperimentelle malinger beskrevet ovenfor, ble alltid kjert i replikat, vanligvis
2, 3 eller 4 bestemmelser pr. datapunkt. Disse sett har alltid vist nert samsvar selv
for prover med ekstreme hematokritter eller ekstreme oksygennivaer. C.V.-verdier
var godt under 5 %. Det viser seg derfor at reproduserbarhet er veldig god til
utmerket.

Den tilgrunnliggende oppfinnelse gir mange fordeler i forhold til systemer som
for oyeblikket kommersielt eller blitt beskrevet i litteraturen. Fremgangsmatene er
enkle og krever liten teknisk fagkunnskap og er relativt frie for operatorfeil.
Malingene kan utferes hurtig og anvende billige og relativt uskadelige reagenser,
viktige betraktninger for materialer anvendt 1 hjemmet. Brukeren oppnar resultater
som kan forstds og anvendes sammen med opprettholdelsesterapi. I tillegg har
reagensene lange stabilitetstider, slik at resultatene som oppnas vil vare palitelige 1

lange tidsperioder. Utstyret er enkelt og palitelig og i det vesentlige automatisk.
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Patentkrav

1. Fremgangsmate for & forarsake at en analytisk méaling blir utfort i et
reflektansavlesningsutstyr ved slutten av en forutbestemt tidsperiode etter at en
analytt reagerer med et reagens i en porgs, reflektansavlesningsgrunnmasse
beliggende i utstyret, karakterisert ved atden omfatter at:

man tar en ferste reflektansavlesning av en torr forste overflate til en pores
grunnmasse for pafering av en prove av kroppsfluid antatt & inneholde analytten pa
en annen overflate til nevnte porgse grunnmasse, hvorifra preven kan bevege seg til
den forste overflaten ved kapiller virkning og reagere med reagenset i den porgse
grunnmasse dersom analytten er tilstede i preven;

man paferer proven pa den andre overflaten til den porgse grunnmassen;

man tar en ytterligere reflektansavlesning fra den forste
overflaten etter at praven er applisert pa den porase grunnmasse;

man sammenligner nevnte ytterligere reﬂcktansavlésning med nevnte forste
reflektansavlesning og starter den forutbestemte tidsperioden ved et forutbestemt fall i
reflektans, tilstrekkelig til & indikere at preven har nadd den ferste overflaten; og

man tar en reflektansavlesningsmaling ved slutten av den forutbestemte
tidsperiode uten & ha bestemt tidspunktet hvor preven opprinnelig ble pafert pa den

porgse grunnmasse.

2. Fremgangsmaéte 1 henhold tilkrav ], karakterisert ved atnevnte
overflate i utgangspunktet er torr og nevnte ytterligere reflektansavlesning er
forskjellig fra nevnte forste reflektansverdi nar et veeskemalingsmedium trenger

gjennom den nevnte forste overflate til nevnte grunnmasse.

3. Fremgangsmaéte ifelge krav 1, karakterisert ved atnevnte reagens

omfatter en fargeforlgper bundet til grunnmassen.



FIG. |

313929



313929

TVLIOIQ pe—

ee
ONINSHTAV
6l 1
YIWIO0AHO
d0SSHASOUd jea——
=0UAIN TIL O0TVNV
02
ASTINWONNH - | 2
=-VIva
90 WV990ud

Ll

¢ 9ld

SLAANHATOH
3

—-SONIY0dS

~ddo0

WY

A

Gl

)

40143 13a
- -SK1T

L

qAgdd
—SaanAs¥Y=IA0



313929

ONINSITIAY

H0SSIS0Yd

L~ 22

—O¥AIN

6 _// )3 _)/
SITM
AARIOANO 90108 8
Tv1I91d -SONINOdS
111 90TVNY

ASTAWHONNH]
-VIva 90
RVEO0Ud

0¢

12

-ddo

3

qn¢ad
- =SAANASYIAO

—

e




	Page 1 - BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - DESCRIPTION
	Page 15 - DESCRIPTION
	Page 16 - DESCRIPTION
	Page 17 - DESCRIPTION
	Page 18 - DESCRIPTION
	Page 19 - DESCRIPTION
	Page 20 - DESCRIPTION
	Page 21 - DESCRIPTION
	Page 22 - DESCRIPTION
	Page 23 - DESCRIPTION
	Page 24 - DESCRIPTION
	Page 25 - DESCRIPTION
	Page 26 - DESCRIPTION
	Page 27 - DESCRIPTION
	Page 28 - DESCRIPTION
	Page 29 - DESCRIPTION
	Page 30 - DESCRIPTION
	Page 31 - DESCRIPTION
	Page 32 - DESCRIPTION
	Page 33 - DESCRIPTION
	Page 34 - CLAIMS
	Page 35 - DRAWINGS
	Page 36 - DRAWINGS
	Page 37 - DRAWINGS

