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(57) Sammendrag:

Fremgangsmade til bestemmelse af glucose 1 en blodpr¢ve
indebzrer optagelse af reflektansmdlinger fra én overfla-
de af en inert por¢s matrix imprazgneret med et reagens,
der vil reagere med en analyt til frembringelse af et
lysabsorberende reaktionsprodukt, ndr den vaske, der skal
analyseres, pafe¢res den anden overflade og vandrer gennem
matrixen til den overflade, der skal aflases. Reflektans-
malinger foretages ved to forskellige bplgelazngder for at
eliminere inteferenser, og et tidstagningskredsleb udle-
ses af en begyndelsesnedgang 1 reflektansen ved befugt-
ning af den overflade, hvis reflektans skal mdles, med
den vaske, der vandrer gennem den inerte matrix.

Fremgangsmdden og apparatet er specielt velegnet til at
mdle glucose i fuldblod, idet det ikke er ngdvendigt at
fraskille de rgde blodlegemer fra serum eller plasma.

FIG.
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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmade til

kolorimetrisk bestemmelse af glukose specielt i fuldblod.

Kvantificeringen af kemiske og biokemiske komponenter 1
farvede vandige vasker, specielt i farvede biologiske
vesker som f.eks. blod og urin og biologiske vaskederiva-
ter som f.eks. serum og blodplasma er af stadig stigende
vigtighed. Det er vigtigt inden for den medicinske diag-
nose og behandling at kunne anvende disse bestemmelser og
ved kvantificeringen, ndr patienter har varet udsat for
terapeutiske la:gemidler, giftstoffer, farlige kemikalier
og lignende. I visse tilfzlde er me&ngderne af de materia-
ler, der skal bestemmes, enten si minimale i omradet mi-
krogram eller mindre pr. deciliter, eller sa vanskelige
precis at bestemme, at det anvendte apparat er komplice-
ret og kun kan anvendes af tranet laboratoriepersonale. I
dette tilfalde er resultaterne feorst tilgzngelige i lobet
af nogle timer eller dage efter proveudtagningen. I andre
tilfelde er det onskeligt at man kan anvende ikke-tranede
personer til at udfore undersggelser rutinemessigt kvikt
og reproducerbart uden for et laboratorie, idet man skal

have hurtig eller umiddelbart information.

Et almindelig medicinsk test er malingen af blodglukose-
niveauer hos diabetikere. Det anbefales for ejeblikket
diabetiske patienter at male der blodglukoseniveau fra 2
til 7 gange om dagen afhengig af arten og sverhedsgraden
af det enkelte tilfelde. Baseret pA det observerede mons-
ter 1 de malte glukoseniveauer kan patienten og den be-
handlende 1l®ge sammen foretage Jjustering af diaten, af
fysiske ovelser og insulindoseringen for bedre at kunne
holde sygdommen under kontrol. En sadan information bor
naturligvis vere til radighed for patienten straks.

En metode der for e@jeblikket anvendes 1 udstrakt grad i

USA anvender en testanordning af den type, der er beskre-
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vet i USA patentskrift nr. 3 298 789. Ved denne frem-
gangsmade anbringes en preve af frisk fuldblod {typisk
20-40 pl) pd en ethylcellulosebekledt reagenspude inde-
holdende et enzymsystem, der udviser glukoseoxidase og
peroxidaseaktivitet. Enzymsystemet reagerer med glukose
og friger hydrogenperoxid. Puden indeholder ogsd en indi-
kator, der reagerer med hydrogenperoxidet i narverelse af
peroxidase til opndelse af en farve, der er proportional

i en farvestyrke med prevens glukoseindhold.

En anden popular glukosetestmetode anvender lignende Ye-
mi, men anvender i stedet for ethylcellulose-bekladte pu-
der en vandresistent film, i hvilken enzymerne og indika-
torerne dispergeres. EL sadan system er omhandlet i USA
patentskrift nr. 3 630 957.

I begge tilfalde er preven i kontaklt med reagenspuden i
et vist tidsrum (typisk 1 minut). I det forste tilfalde
vaskes blodproven herefter af med en vandstrem, medens
den i det andet tilfalde torres af filmen. Reagenspuden
eller filmen trykkes herefter ter og bedommes. Bedommel-
sen foretages enten ved at sammenligne den opstaede farve
med farvekort eller ved at anbringe puden eller filmen i

et diffust reflektionskoefficient instrument til afla®s-

‘'ning af farveintensitetsvardien.

Medens de ovennavnte metoder har veret anvendt Lil kon-
trol af glukose i nogle &r, har de visse begransninger.
Den ngdvendige prove er temmelig stor for et tet foreta-
get ved et prik i fingeren og er vanskelig at udfere for
visse mennesker, hvis capillarblod ikke hurtigt kan tryk-

kes ud.

Herudover har disse metoder en falles begransning med
andre simple colorimetriske bestemmelser foretaget af ik-

ke faguddannet personale, at deres resultat er baseret pa
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en absolut farveaflasning, der for sit vedkommende er re-
lateret med den absolutte reaktionsgrad mellem proven og

forsggsreagenserne. Den kendsgerning, at preven skal vas-
kes eller torres af reagenspuden efter den udmalte reak-
tionstid kraver, at brugeren er parat efter den nedvendi-
ge tid og kan afltorres eller vaskes pad det kravede tids-
punkt. Den kendsgerning at reaktionen afbrydes ved at
fjerne preven, giver en vis usikkerhed i resultatet, spe-
cielt ndr proven foretages i hjemmet. Overvask kan give

lave resultater og undervask kan give hoje resultater.

Et andet problem, der ofte eksisterer i forbindelse med
simple kolorimetriske bestemmelser foretaget af ikke Lreae-
net personale er nedvendigheden af, at begynde en tidsbe-
stemmelse, nar blodet pafgres en reagenspude. En bruger
vil typisk have udfert et prik i fingeren for at opnd en
blodpreve og det vil derefter vere nodvendigt samtidigt
at pafere blodet fra fingeren pa reagenspuden, medens man
begynder tidstagningen med den anden hand, hvorved det er
ngdvendigt at anvende begge hander samtidigt. Dette er
specielt vanskeligt, da det ofte er nedvendigt at sikre
at tidstagningen startes i det ojeblik, nar blodet pafe-
res reagenspuden. Alle tidligere kendte metoder kraver
yderligere manipulationer eller yderligere installationer
for at opnd dette resultat. Derfor er en simplificering

af reflekstansaflesningsinstrumenter onskelig.

Tilstedevarelsen af reode blodceller eller andre farvede
komponenter griber ofte ind i malingerne af disse abso-
lutte verdier, hvilket krave udelukkelse af rode blodcel-
ler i de to tidligere fremgangsmader, der er mest an-
vendt. I udstyret i patentskrift nr. 3 298 789 forhindrer
en ethylcellulosemembran at blodcellerne gdr ind i rea-
genspuden. Pa lignende made forhindrer en vandresistens
film i patentskrift nr. 3 630 957 at blodceller gar ind.
I begge tilfzldene virker afrensningen eller afterringen
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ogsad for at fjerne disse potentielt intefererende blod-

celler inden selve malingen.

Der er derfor et behov for et system til afsloring af
analytter i farvede vasker som f.eks. blod, der ikke kre-
ver fjernelse af overskud af vaske fra reflektionskoeffi-
cientstrimmelen, fra hvilken selve reflektionskoeffici-

entafl®sningen skal foretages.

Opfindelsen tilvejebringer saledes en reagensteststrimmel
af den i indledningen til krav 1 angivne art, der er
ejendommelig ved det i krav 1's kendetegnende del

angivne.

Eksempler pad det diagnostiske forsogssystem, omfattende
anvendelse af reagensleststrimlen ifelge opfindelsen, er
bestemmelsen af glukose i fuldblod, hvor bestemmelsen
foretages wuden inteferens af blodet og uden en
kompliceret forsogsmetode, der kan pavirkes af

brugerfejl.

Den foreliggende opfindelse kan bheskrives lettere, nar

der henvises til de felgende legninger, hvor

fig. 1 er et perspektivisk afbildning af en udfeorelses-
form af testudstyret indeholdende afl@sningspuden, hvorpa

den vaske, der skal analyseres, pafores;

fig. 2 er et skematisk blokdiagram af el apparat, der

kan anvendes ved udforelsen af opfindelsen, og

fig., 3 er et skemaltisk blokdiagram af et andet apparat,

der kan anvendes ved udferelsen af opfindelsen.

Den foreliggende opfindelsen tilvejebringer en forbedret

hurtig og simpel metodologi, der anvender et palideligt
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og let anvendeligt apparat til bestemmelse af analytter
som f.eks. glukose, der specielt involverer et enzymsub-
strat, hvilket resulterer i frembringelsen af hydrogen-
peroxid som et enzymprodukt. Fremgangsmaden indebarer at
man pad et porost matrix paforer et ringe rumfang fuld-
blod, tilstrakkeligt til at matte matrixen. Bundet til
matrixen er en eller flere reagenser af et signalproduce-
rende system, hvilket resulterer i frembringelsen af et
produkt, der bevirker en begyndelsesforandring i storrel-
sen af matrixen reflektionskoefficient. Matrixen forefin-
des typisk i et reflektionskoefficientmalende apparat,
ndr blod tilfeores. Vaskeproven traenger gennem matrixen,
hvilket bevirker en begyndelsesforandring i reflektions-
koefficient pad mileoverfladen. En aflesning foretages en
eller flere gange efter begyndelsesforandringen 1 reflek-
tionskoefficient for at relatere yderligere forandring i
reflektionskoefficient p&d mileoverfladen eller i matrixen
som et resultat af dannelsen af et reaktionsprodukt med

m&ngden af analyt i preven.

Til malinger i blod, specielt glukosemalinger, anvendes
typisk fuldblod som et forsegssubstrat. Matrixen indehol-
der et oxidaseenzym, der frembringer hydrogenperoxid. I
matrixen findes ogsd et andet enzym, specielt en peroxi-
dase, og et farvesystem, der frembringer et 1lysabsorbe-
rende produkt sammen med peroxidasen. Det lysabsorberende
produkt forandrer reflektionskoefficientsignalet. Med
fuldblod foretages aflasninger pa to forskellige bwelge-
lengder, idet aflasningen ved en bglgel®#ngde anvendes til
at fjerne baggrundsinteferensen foradrsaget af hematocrit,
blodoxygenering og andre variable, der kan pavirke resul-
tatet.

Et reagenselement anvendes, der omfatter matrixen og dele

af det signalproducerende system indeholdt i matrixen.
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Reagenselementet kan omfatte andre komponenter til speci-
elle formdl. Fremgangsmaden kraver at man tilforer et
lille rumfang blod, der typisk ikke er underkastet forud-
gaende behandling (bortset fra en eventuel behandling med
et antikoagulerende middel) til matrixen. Tidstagning af
malingen aktiveres automatisk af apparatet ved at afslore
en forandring i reflektionskoefficient af matrixen, nar
vesken tranger gennem matrixen. Forandringen i reflek-
tionskoefficient over en forud bestemt tidsperiode som et
resultat af dannelsen af reaktionsprodukt relateres her-

efter med mezngden af analyt i en prove.

Den forste komponent af den omhandlede opfindelse der
skal beskrives er et reagenselement, bekvemt i form af en
pude, der omfatter en inert pores matrix og komponenten
eller komponenter af et signalproducerende system, hvil-
ket system er i stand til at reagere med en analyt til
frembringelse af et lysabsorberende reaktionsprodukt, der
trenger ind i den porese matrix ved porer. Det signalpro-
ducerende system pavirker ikke signifikans vaskestremmen

gennem matrixen.

For at hjzlpe med aflasningen af reflektionskoefficienten
foretrzkkes det, at matrixen har mindst en side, der er 1
det vasentlige glat og flad. Typisk er matrixen udformet
i en tynd folie med mindst en glat flad side. Under bru-
gen pafgres vaskeproven, der skal analyseres, pa den ene
side af folien, hvorved eventuelt Lilstedevarende for-
sogsforbindelse gir gennem reagenselementet ved hjalp af
capiller virkning, legevirkning, graviditetsstromning
og/eller diffusionsindvirkning. Komponenterne i det sig-
nalproducerende system til stede i matrixen vil reagere
til opnaelse af et lysabsorberende reaktionsprodukt. Ind-
faldende lys stgder imod reagenselementelt pd et sted, der
er forskellig fra det sted, hvor proven er pafert. Lys
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reflekteres fra elementets overflade som diffus reflekte-
ret lys. Dette diffuse lys opsamles og males f.eks. ved

hij®lp af detektoren af et reflektionskoefficientspektro-
fotometer. Mengden af reflekteret lys vil vare relateret
med mengden af analyt i preven, idet den sadvanligvis er

en omvendt funktion af mangden af analyt i proven.

Hver af de neodvendige bestanddele til frembringelse af
reagenselementet beskrives nedenfor. Den feorste komponent

er selve matrixen.

Matrixen vil vere en hydrofil pores matrix, hvortil rea-
genser kan bindes kovalent eller ikke-kovalent. Matrixen
vil muliggore stromning af det vandige medium gennem ma-
trixen. Det vil ogsa muliggere binding af proteinforbin-
delser til matrixen uden signifikant at have uheldig ind-
virkning pa den biologiske aktivitet af proteinet f.eks.
enzymatisk aktivitet af et enzym. I den udstrakning at
proteiner skal bindes kovalent, vil matrixen indeholde
aktive pladser til kovalent binding eller vare aktiveret
pa kendt mdde. Matrixens sammensetning vil vare reflekte-
rende og vil vere af tilstrakkelig tykkelse til at mulig-
gore dannelsen af en lysabsorberende farve i det tomme
rumfang eller pa overfladen for 1 del vasentlige at pa-
virke matrixens reflektant. Matrixen kan vaere en ensartet
komposition eller et overtrazk pd et substrat, der giver
den nedvendige struktur og de nedvendige fysiske egenska-
ber.

Matrixen deformeres s&dvanligvis ikke ved opfugtning, i-
det den bibeholder sin oprindelige form og stgrrelse. Ma-
trixen har en defineret absorptionsevne, saledes at det
rumfang, der absorberes, kan kalibreres inden for passen-
de graznser, 1idet wvariationer sadvanligvis holdes under
ca. 50%, fortrinsvis p& ikke mere end 10%. Matrixen vil

have tilstrakkelig vadstyrke til at muliggore rutinemes-
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sig fremstilling. Matrixen vil muliggore at ikke-kovalent
bundne reagenser er forholdsvis ensartede fordelt pa ma-

trixens overflade.

Som eksempler pd matrixoverflader kan navnes polyamider,
specielt for prever, der omfatter fuldblod. Polyamiderne
er sadvanligvis kondensationspolymere af monomer med fra
4 til 8 carbonatomer, hvor de monomere er lactamer eller
kombinationer af diaminer og di-carboxylsyrer. Andre po-
lymerforbindelser med lignende egenskaber kan ogsa anven-—
des. De polymere materialer kan modificeres til indforsel
af andre funktionelle grupper, der tilvejebringer lad-
ningsstruktur, saledes at overfladen af matrixen kan vare
neutral, positiv eller negativ savel som neutral, basisk
eller sur. Foretrukne overflader er positivt ladede. Nar
de anvendes med fuldblod har den porese matrix fortrins-
vis porer med en gennemsnitsdiameter i omrddet fra ca.
0,1 til 2,0 pm, mere foretrukket fra ca. 0,6 til 1,0 jum.

En foretrukken metode at fremstille den porgse matrix pa
er at stobe den hydrofile polymer pa en kerne af ikke-ve-
vede fibre. Kernefibrene kan vre et hvilket som helst
fibrost materiale, der tilvejebringer den beskrevne ud-
formning og styrke som f.eks. polyesterepolyamider. Rea-
genset, der vil danne det lysabsorberende reaktionspro-
dukt, der omtales narmere nedenfor, findes i matrixens
porer, men blokerer ikke matrixen, saledes at vaeskedelen
af forsegssubstratet som f.eks. det blod, der skal analy-
seres, kan flyde gennem porerene pa matrixen, medens par-
tikler som f.eks. erythrocyter fastholdes pa overfladen.

Matrixen er i det vasentlige reflekterende, saledes at
den giver en diffus reflektionskoefficient uden anvendel-
se af en reflekterende baggrund. Fortrinsvis reflekteres
mindst 25%, mere foretrukken mindst 50% af det indfaldne

lys pafert matrixen og udsendes som diffusreflektionsko-
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efficient. En matrix pd mindre end ca. 0,5 mm tykkelse
anvendes s&dvanligvis, idet fra 0,01 til 0,3 mm er det
foretrukne. En tykkelse pd& fra 0,1 til 0,2 mm er det mest

foretrukne, specielt for en nylonmatrix.

Typisk vil matrixen vere knytlet til en holder for at gi-
ve den fysisk form og stivhed, skent dette ikke er nod-
vendigt. Fig. 1 viser en udferelsesform af opfindelsen,
hvor en tynd hydrofil matrixpude 11 er anbragt ved den
ene ende af en plastholder 12 ved hjalp af et klazbemiddel
13, der direkte og kraftigt fastholder reagenspuden til
handtaget. Et hul 14 findes i plastholderen 12 i det om-
rade, hvortil reagenspuden 11 er fastgjort, saledes at
preven kan paferes pa den ene side af reagenspuden og 1lys

reflekteres fra den anden side.

En vaskeprove, der skal undersoges, paferes puden 11.
Hvis det f.eks. er blod, der skal underseges, vil rea-
genspuden vare af sterrelsesordenen ca. 10 mm® til 100
mm® i overfladeareal, specielt 10 mm® til 50 mm® i areal,
hvilket normalt er et rumfang, som 5-10 mikroliter af

proven vil mere end matte.

Diffuse reflekltionskoefficientmalinger af kendt art er
typisk blevel foretaget under anvendelse af en reflekte-
rende bel®gning knyttet til eller anbragt bag matrixen.
En sadan bel®gning er ikke nedvendig og vil normalt ikke
forefindes i forbindelse med den omhandlede opfindelse,
enten som en del af reagenselementet eller reflektionsko-

efficientapparatet.

Som det vil fremgd af fig. 1 indeholder understottelses-
reagenspuden 11, saledes at en prgve kan pafgres den ene
side af reagenspuden, medens lysreflektionskoefficient er
malt fra den anden side af reagenspuden modsat det sted,

hvor preven er pafort.
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Fig. 2 viser et system, hvori reagenset er pafert den si-
de med hullet i stottehdndtagel, medens lys reflekteres
og miles pa den anden side af reagenspuden. Andre udform-
ninger end den afbillede kan anvendes. Puden kan have
forskellig udformning afhangig af de definerede granser.

Puden vil vare tilgazngelig pd mindst en overflade og sxd-

vanligvis to overflader.

Det hydrofile lag (reagenselementel) kan vare knyttet til
understottelsen pad almindelig made f.eks. ved hjalp af en
holder, klemme eller klabemidler; imidlertid er en fore-
trukken fremgangsmide at det er bundet til stetten. Bin-
dingen kan foretages med et hvilket som helst ikke reak-
tivt klazbemiddel, ved termisk behandling, hvor stettens
overflade smeltes nok til at indeslutte noget af det ma-
teriale, der anvendes som det hydrofile lag eller ved
hjelp af mikrobeslge eller ultralydsbindingsmetoder, der
ligeledes sammenkobler den hydrofile provepude med stet-
ten. Det er vigtigt, at bindingen er saledes, at den ikke
i det vaesentlige griber ind i de diffuse reflektionskoef-
ficientmalinger eller den reaktion der skal males, skent
dette er sandsynligt ikke at forekomme da der ikke beho-
ver vare noget klabemiddel til stede pa det sted, hvor
aflasningen foregar. F.eks. kan klabestoffet 13 paferes
steottestrimmelen 12 forst efterfulgt af udstandsning af
hullet 14 i den kombinerede strimmel og klabemiddel og
herefter pifere reagenspuden 11 til klabestoffet i narhe-
den af hullet 14, siledes at den ydre del af reagenspuden

knyttes til steottestrimmelen.

Et hvilket som helst signhalproducerende system kan anven-
des, der er i stand til at reagere med analytten i preven
til frembringelse {enten direkte eller indirekte) af en

forbindelse, der er karakteristisk absorptiv ved en bel-
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gelangde forskellig fra en belgelangde, ved hvilket for-

sogssubstratet i det vasentlige absorberer.

Polyamidmatrixer er specielt verdifulde til at udfere re-
ved hvilket et substrat

med et oxygenforbrugende oxidaseenzym pd en sadan made,

(analytten) reagerer

aktioner,
at der frembringes et produklt, der yderligere reagerer
med et farvestofmellemprodukt til dannelse enten direkte

eller indirekte af en farve, der absorberer i et forud

bestemt bglgelangdeomrdde. F.eks. kan et oxidaseenzym
oxidere et substrat og frembringe hydrogenperoxid som re-
aktionsprodukt. Hydroperoxidet kan herefter reagere med
et farvestofmellemprodukt eller pracursor ved en kataly-
seret eller ikke-kalalyseret reaktion til frembringelse
af en oxideret form af mellemproduktel eller pracursoren.
Dette oxiderede materiale kan frembringe det farvede pro-
dukt eller reagere med en anden pracursor til dannelse af

den endelige farve.

Ikke-begraznsende eksempler pa analyser og typiske reagen-

ser omfatter feolgende materialer angivet nedenfor.

Analytter og preovelyper Reagenser
Glukose i blod, serum, Glukose, Oxidase,

urin eller andre biolo-
giske vasker, vin, frugt-
safter eller andre farvede
vandige vesker. Fuldblod
er en s&rlig foretrukken

provetype.

peroxidase og en oxygen-

acceptor

Oxytenacceptorer omfatter:
O-dianisidin (1)
O-toluidin

O-tolidin (1)

Benzidin (1)

2,2'-azinodi- (3-ethylbenz-
thiazolinsulfonsyre-(6))
(1)
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3-methyl-2-benzothiazoli-
nonhydrazon plus N,N-di-
methylanilin (1)

Phenol plus 4-aminophena-
zon (1)

Sulfoneret 2,4-dichlor-
phenol plus 4-amino-phena-
zon (2)
3-methyl-2-benzothiazoli-
nonhydazon plus 3-(dime-
thylamino)benzoesyre (3)
2-methoxy-4-allylphencl
(4)

Som angivet i Clinical Chemistry, Richterich og Co

lumbo, p. 367 og referencer omtalt deri

Analyst, 97, (1972) 142-5

Anal. Biochem. 105, (1980) 389-397

Anal. Biochem, 79, (1977) 597-601

Clinica Chemica Acta, 75, {1977) 387-391, idet der

herved henvises Lil alle ovenstaende referencer.

Den omhandlede analysemetode hviler pa en forandring i

absorbans, en maling af diffus reflektionskocefficient,

der er afhengig af mengden af tilstedeverende analyt i

den preve, der skal undersoges. Denne forandring kan be-

stemmes ved at male forandringen i absorbans af forsegs-

proven mellem to eller flere tidspunkter.
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Det Eprste trin i undersegelsen er paforsel af proven til
matrixen. I praksis udferes en analyse pd folgende made:
Forst opnds en preve af vandig vaske indeholdende en ana-
lyt. Bleod kan f.eks. opnads ved prik i en finger. Et over-
skud over metning af matrix i det omrade, hvor reflek-
tionskoefficienten skal males (dvs. 5-10 microliter) af
vesken paAfores reagenselementet eller elementerne i test-
udstyret. Samtidig start af en tidsmdler er ikke nedven-
dig (hvad der er almindeligt i de tidligere kendte meto-
der), hvilket wvil blive n&rmere beskrevet nedenunder.
Overskud af vaske kan fjernes f.eks. ved let aftrykning,
men en sa&dan fjernelse er heller ikke nodvendig. Testud-
styret er typisk anbragt i et instrument til afl@sning af
lysabsorbans dvs. farveintensitet ved hj®lp af reflek-
tionskoefficient inden pafersel af proven. Absorbansen
males pad hvilket tidspunkter efter pafersel af proven.
Absorbans i narliggende beskrivelse er ikke alene lys
inden for det synlige belgelangdeomriade men ogsd uden for
det synlige belgel®ngdeomrade som f.eks. infrared og ul-
traviolet sltraling. Fra disse malinger af absorbans kan
en bedommelse af farveudvikling kalibreres som udtryk for

analytmengden.

Et passende instrument som f.eks. et diffust reflektions-
koefficientspektrofotometer med passende software kan
indstilles til automatisk at aflase reflektionskoeffici-
ent pa visse tidspunkter, beregnet forandring i reflek-
tionskoefficient og under anvendelse af kalibreringsfak-
torer mezngden af analyt i den vandige vaske. En sadan an-
ordning er skematisk wvist i fig. 2, hvor et omhandlet
forsogsudstyr bestdr af en stelte 12 hvortil reagenspuden
11 er fastgjort som vist. Lyskilden 5, f.eks. en hojin-
tensitetslysimiterende diode (LED) kaster en lysstrale pa
reagenspuden. En vasentlig del (mindst 25%, fortrinsvis
mindst 35% og foretrukken mindst 50% uden reaktionspro-
dukt) af dette lys er diffust reflekteret fra reagenspu-
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den og afslores af lysdetektoren 6 f.eks. en fototransis-
tor, der frembringer en udgdende strom, der er proportio-
nal med det modtagende lys. Lyskilden 5 og/eller detekto-
ren 6 kan eventuellt tilpasses til at frembringe eller
svare pd en speciel bolgelangde. Udladningen fra detekto-
ren 6 gar gennem forstarkeren 7 f.eks. et lineart inte-
greret kredsleb, der omdanner fotoltransistorstrommen til
en spanding. Outputet af forstarkeren 7 kan feores til
"track and hold circuit 8". Delte er en kombination af et
lin®rt/digitalt integreret kredsleb, der sporer eller
folger den analoge sending fra forstarkeren 7 og efter
befaling fra mikroprocessoren 20 laser eller fastholder
speandingen pd niveauet pa det pagaldende tidspunkt. Ana-
log-til-digital konverteren 19 tager den analoge spanding
fra "track and hold circuit 8" og omdanner det f.eks. til
12-bit binare digitaltal efter styring af mikroprocessor
20. Mikroprocessor 20 kan vare et digitalt integreret
kredsleb. Det tjener felgende kontrolfunktioner: 1) ti-
ming af hele systemet; 2) aflasning af outputet af ana-
log/digitalkonverteren 19; 3) sammen med program og data-
hukommelse 21 lagring af resultater svarende til den mal-
te reflektionskoefficient med sarlige tidsintervaller; 4)
beregning af analytniveauer ud fra de lagrede reflek-
tionskoefficienter og 5) angivelse af analytkoncentra-
Lionsdata til displayet 22. Hukommelsen 21 kan vare el
digitalt integreret kredsleb, der lagrer data og mikro-
processoroperationsprogrammet. Rapporteringsanordningen
22 kan have forskellige hardkopi eller bledkopiformer.
Sedvanligvis er det et visuelt display som f.eks. et f{ly-
dende krystal eller LED display, men del kan ogsa vare en
printer eller et horeligt signal eller lignende. Instru-
mentet kan omfatte en start-stop kontakt og kan tilveje-
bringe et horeligt eller synligt tidssignal for at indi-
kere tider til pafersel af preve, udfersel af aflasninger

og lignende, dersom dette enskes.
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I den omhandlede opfindelse kan selve reflektionskoeffi-
cientkredslebet anvendes til at pabegynde tidstagning ved
at male fald i reflektionskoefficient, der forekommer,
nar den vandige del af suspensionsoplesningen pafores
reagenspuden (f.eks. blod) vandre til den overflade, ved
hvilken reflektionskoefficienten males. Typisk er malean-
ordningen indstillet pa "parat", ved hvilken reflektions-
koefficientaflasninger automatisk foretages med tatte in-
tervaller (Lypisk ca. 0,2 sekunder) fra den typisk off-
hvide, 1 del vasentlige terre, uomsatle reagensdran. Den
forste madling foretages typisk inden gennemtrangning af
matrix med vasken, der skal analyseres, men kan foretages
efter vaesken er blevet pifert pa et sted pa reagensele-
mentet, hvor der ikke males reflektionskoefficient. Re-
flektionskoefficienltverdien bedommes af mikroprocessoren,
typisk ved at lagre efter hinanden felgende vardi i hu-
kommelsen og herefter sammenligne hver vardi med den op-
rindelige uomsatle vardi. Nar den vandige oplesning tran-
ger gennem readensmatrixet, signalerer faldet i reflek-
tionskoefficienten starten af mdletidsperioderne. Fald i
reflektionskoefficienten pa 5-50% kan anvendes til at be-
gynde tidstagning, typisk et fald pa ca. 10%. P& denne
enkle made er der en nejagtig synkronisering af forsegs-
substratet, der nar overfladen, hvorfra malingen tages,
og begyndelsen af rakken af aflesninger, uden at der skal

foretages noget af brugeren.

Skont hele det beskrevne system specielt er rettet pa an-
vendelsen af polyamidmatrixer og specielt pa anvendelsen
af sadanne matrixer til at bestemme koncentrationen af
forskellige sukkerater, som f.eks. glukose og andre mate-
rialer af biologisk oprindelse er der intet behov for at
begreznse det reflektionskoefficientregistrerende aspekt
af opfindelsen til disse matrixer. F.eks. kan den anvend-
te matrix med reflektionskoefficientregistrering vare
dannet af et hvilket som helst vanduopleseligt hydrofilt
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materiale og en hvilken som helst anden type reflektions-

koefficientforsaeg.

Et s®rligt eksempel med hensyn til at afslere glukose 1
nerver af rede blodceller vil nu blive beskrevet for at
storre detaljer og s&rlige fordele kan papeges. Skent
dette reprasenterer en foretrukken udforelsesform for den
omhandlede opfindelse er opfindelsen ikke begranset til

afslering af glukose i blod.

Anvendelsen af polyamidoverflader til dannelse af rea-
genselementet giver en rakke enskelige egenskaber ved den
omhandlede opfindelse. Disse er, at reagenselementet er
hydrofilt (dvs. oplager reagenset og proven let), ikke
deformeres under befugtning (sdledes al der tilvejebrin-
ges en flad overflade til reflektionskoefficientaflas-
ning), er forenelig med enzymer (for at opnad god 1lag-
ringsstabilitet), optager et begrznset proverumfang pr.
enhed rumfang af membranen (nedvendig for at pavise en
forlenget dynamisk rzkke af malinger) og viser tilstrak-
kelig vad styrke til at muliggere rutinemaessig fremstil-

ling.

I en typisk udformning udferes fremgangsmaden under an-
vendelse af et apparat, der besltir af en plastholder og
reagenselementet (matrixen indeholdende det signalprodu-
cerende system impragneret heri). Den foretrukne matrix
til fremstilling af reagenselementet er nylonmikrofiltre-
ringsmembran, specielt membraner fremstillet ud fra ny-
lon-66 stebt pad en kerne af ikke-vavede polyeslerfibre.
Adskillige nylonmikrofiltreringsmembraner af denne art
frembringes kommercielt af Pall Ultrafine Filtration Cor-
poration med en gennemsnitsporesterrelse pa fra 0,1 til
3,0 mikron. Disse materialer udviser mekanisk styrke og
fleksibilitet, dimensionsstabilitet, nar de udszttes for

vand, og hurtig opfugtning.
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Mange variationer 1 den sarlige kemiske opbygning af ny-
lon er mulig. Disse omfatter ufunktionaliseret nylon-66
med ladede endegrupper (solgt under handelsnavnet "Ulti-
pore” af Pall Ultrafine Filtration Corporation; "Pall").
Positive ladninger dominerer under pH 6, medens negative
ladninger dominerer over pH 6. I andre membraner er nylo-
nen funktionaliseret inden membranen er dannet til opna-
else af membraner med forskellige egenskaber. Nylon funk-
tionaliseret med carboxygrupper er negativt ladede over
et bredt pH omrade (forhandlet som "Carboxydyn" af Pall).
Nylon kan ogsa vare funktionaliserel med en stor tathed
af positivt ladede grupper pd dens overflade, typisk kva-
ternere amingrupper, saledes at nylonen udviser lille va-
riation i ladning over et bredt pH omrdde (solgt som "Po-
sidyn" af Pall). Sadanne materialer er specielt velegnede
til udfersel af den omhandlede fremgangsmade. Det er ogsa
nuligt at anvende membraner, der indeholder reaktive
funktionelle grupper beregnet til kovalent immobilisering
af proteiner (solgt som "Biodyne Immuno Affinity"-membra-
ner af Pall). Disse materialer kan anvendes til kovanlent
al knytte proteiner f.eks. enzymer anvendt som reagenser.
Skent alle disse materialer er anvendelige bliver nylon
med stor tathed af positivt ladede grupper pd overfladen
heraf den bedste stabilitet af reagenser, dersom der for-
muleres til en ter reagenspude. Ufunktionaliseret nylon
giver den nestbedsle stabilitet med carboxylerede nylon-

arter som de bedste herefter.

Pnskede resultater kan fa&s med porestorrelser der ligger
fra ca. 0,2-2,0 um, fortrinsvis ca. 0,5-1,2 ym og mere

foretrukkent ca. 0,8 pm, dersom der anvendes fuldblod.

Udformningen af handtaget, pd hvilket reagenselementet er
samlet, er forholdsvis uden belydning, s& lange som hand-
taget muligger tilgang til den ene side af reagenselemen-
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tet af preven og til den anden side af reagenselementet
ved indfaldende lys, hvis reflektionskoefficient skal ma-
les. Handtaget hjalper ogs3a til at indfere reagenselemen-
tet i del absorbansmalende udstyr, saledes at det passer
med det optiske system. Et eksempel pd el passende hand-
tag er en mylar eller anden plaststrimmel, hvortil et
overforselsklabemiddel som 3M 365 eller Y9460 overfor-
selsklabemiddel er péafort. Et hul udstandses i plasten
gennem overfgrselsklabemidlet. Et reagenselement, typisk
i form af en tynd pude, der enten indeholder reagenser
eller hvortil reagenser senere skal sattes, pafores her-
efter pd handtaget ved hjelp af overferselsklabemiddel
sidledes at det er fast knyttet til handtaget i det omra-
de, der omgiver hullet, der er udstandset gennem hand-
taget og overforselsklabemidlet. En sa&dan anordning er
vist 1 fig. 1, der viser reagenspuden 11 fastgjort til et
mylarhdndtag 12 ved hjalp af klabemidlet 13. Hullet 14
muliggor tilfersel af proven eller indfaldende 1lys til
den ene side af reagenspuden 11, medens adgang til den
anden side af reagenspuden er ubegraznset. Alle dimensio-
ner af reagenspuden og handtaget kan udvelges, saledes at
reagenspuden passer nar ind i det reflektionskoefficient-
aflasende instrument tat ved en lyskilde og en detektor

for reflekterelt lys.

Dersom en nylonmatrix valges til dannelse af reagenspu-
den, nar den angivne tykkelse anvendes, foretrakkes det,
at reagenspuden er understottet af en holder pa en sadan
made, al ikke mere end 6 mm malt i en hvilken som helst
retning er understottet af holderen pa det sted, hvor
proven pafgres og lysreflektionskoefficienten males.
Sterre ikke understeottede arealer har en tendens til at

give utilstrazkkelig dimensionsstabilitet til membranen,
sdledes at malinger af reflektionskoefficienten fra over-
fladen pavirkes i uheldig retning. Et 5 mm diameter hul

14 i reagenstrimmelen vist i fig. 1 virker udemarket.
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Der er ingen specielt begransning med hensyn til minimum-
diameteren af et saddant hul, skent diametre pa mindst 2
mm foretrakkes af hensyn til fremstillingen,
provetilfoerslen og aflasningen af lysreflektions-

Yoefficienten.

Skent en rakke farvestoffer kan anvendes som indikatorer,
vil valget afhaznge af provens art. Det er nedvendigt at
udvaelge en farve, der har en absorbans ved en beolgelang-
de, der er forskellig fra beslgelangden, ved hvilken rgde
blodceller absorberer lys, med fuldblod som provemediet
eller andre forurenende beslanddele i den oplesning, der
skal analyseres, med andre forsogmedier. MBTH-DMAB farve-
stofkoblingen (3-melthyl-2-benzothiazolinonhydrazonhydro-
chlorid og 3-dimethylaminobenzoesyre), har, skent den
tidligere er beskrevet som velegnet til farvefrembring-
ning for peroxidasermaerker i enzymimmunoforseg, aldrig
veret anvendt i et kommercielt glukosemalende reagens.
Denne farvekobling giver sterre dynamisk omrdde og viser
forbedret enzymatisk stabilitet i forhold til traditio-
nelle farver, der anvendes til glukosemaling som f.eks.
benzidinderivater. Yderligere er MBTH-DMAB farvekoblingen
ikke carcinogen, en egenskab ved de fleste af benzidinde-

rivaterne.

En anden farvekobling, der kan anvendes til maling af
glukose, er AAP-CTA (4-aminoantipyren og kromotropsyre)
koblingen. Skent denne kobling ikke giver sa bredt et dy-
namisk omrdde som MBTH-DMABR, er den stabil og velegnet
til anvendelse ved udfgrsel af den omhandlede opfindelse,
nar der males glukose. Atter giver AAP-CTA farvekoblingen
el udvidet dynamisk omradde og et storre enzymatisk akti-
vitetsstabilitet end de mere almindeligt anvendte benzi

dinfarver.
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Anvendelsen af MBTH-DMAB koblingen muligger korrektion af
hematocrit og graden af oxygenering af blodet med en en-
kel korrektionsfaktor. De mere typisk anvendte benzidin-
farver muligger ikke en sadan korrektion. Farven danner
en chromophor, der absorberer ved omtrent 635 nm, men
ikke i nogen betydelig grad ved 700 nm. Smd variationer i
malebolgelengder (¢ ca. 10 nm) er mulige. Ved 700 nm kan
bide hematocrit og oxygeneringsgraden males ved at male
blodfarven. Yderligere er lysemitterende dioder (LED)
kommercielt tilgengelige for bade 635 nm og 700 nm malin-
ger, hvorved masseproduktion af udstyret simplificeres.
Ved at anvende den foretrukne membranporesterrelse be-
skrevet ovenfor og den omhandlede reagensformuleringer
kan bade hematocrit og oxygeneringstilstanden korrigeres

ved at male ved den enkelte 700 nm bglgelangde.

To yderligere betingelser viste sig at give speciel sta-
bilitet og lang lagringstid for et glukoseoxidase/peroxi-
dasepraparat pa en polyamidmatrix. Anvendelsen af en pH i
omradet 3,8 til 5,0, fortrinsvis ca. 3,8 til 4,3, fore-
trukkent ca. 4,0, og anvendelsen af et koncentreret puf-
fersystem for at pafore reagenserne pa matrixen. Den mest
effektive puffer viste sig at vare 10 vagt-% citratpuffer
med koncentrationer pd fra 5 til 15% som varende effekti-
ve. Disse er vagt/rumfang-% af oplesningen, hvori reagen-
serne paferes matrixen. Andre puffere kan anvendes pa
samme molare basis. Steorst stabilitet opndedes under an-
vendelse af et lavt pH, fortrinsvis ca. pH 4, et MBTII-
DMAB farvesystem og en hej enzymkoncentration pa omtrent

500-1000 enheder/ml pafert oplesning.

NAr man skal fremstille MBTH-DMAB regenset og enzymsyste-
met, der udger resten af det signalproducerende system,
er det ikke nedvendigt at opretholde nejagtige rumfang og

forhold, skent de nedenfor antydede verdier giver gode
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resultater. Reagenser absorberes let af matrixpuden, der-
som glukoseoxidase forefindes i en oplesning pa ca. 27-54
rumfang-%, peroxidasen forefindes i en koncentration pa
ca. 2,7-5,4 mg/ml, MBTH findes i en koncentration pa ca.
2-8 mg/ml og DMAB findes i en koncentration pa ca. 8-16
mg/ml. DMAB-MBTH vagtforholdet holdes fortrinsvis i omra-
det (1-4):1, fortrinsvis ca. (1,5-2,5):1 og foreltrukkent
ca. 2:1.

Den grundliggende fremstillingsmetode for reagenselemen-
tet er, ndr forst den er fasltlagt, 1ligetil. Membranen
selv er sterk og stabil, specielt dersom en nylonmembran
af den foretrukne udfoerelse vaelges. Kun to oplesninger af
nedvendige for at pafere reagenset, og disse oplosninger
kan let fremstilles og er stabile. Den forste indeholder
generelt farvekomponenterne og den anden dgenerelt enzy-
merne. Nar man anvender MBTH-DMAB farvekoblingen f.eks.
oplgses de enkelte farver i et vandigt organisk oplos-
ningsmiddel, typisk en 1:1 blanding af acetonitril og
vand. Matrixen dyppes 1 oplesningen, overskud af vaske
fjernes ved aftryk pad filtrerpapir, og matrixen torres
herefter, typisk ved 50-60 0C i 10-20 minutter. Matrixen
indeholdende farverne dyppes derefter i en vandig oplos-
ning indeholdende enzymerne. Et typisk praparat indehol-
der peroxidase o0g glukoseoxidaseenzymerne savel som en
eventuelt udvalgt puffer, konserveringsmidler, stabilisa-
tor og lignende. Matrixen afltrykkes herefter for at fjer-
ne overskud af vaske og torres som beskrevet tidligere.

En typisk formulering for glukosereagenset er fglgende:
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Farveoplgsning
Bland:

40 mg MBTH
80 mg DMAB
5 ml acetonitril og

5 ml vand

Oomror alle faste bestanddele indtil de er oplest, og ud-
held pad en glasplade eller anden flad overflade. Dyp et
stykke posidynmembran (Pall Co.), aftryk overskydende
veske og tor ved 56 0C i 15 minutter.

Enzymopl@sning
Bland:
6 ml vand
10 mg EDTA, dinatriumsalt,
200 mg Poly Pep, lav viskositet <Sigma'

0,668 g natriumcitrat
0,523 g citronsyre
2,0 ml 6 vagt-?% Gantrez AN-139 oplest i
vand <GAF'
30 mg pebberrodsperoxidase, 100 enhe
der/mg og
3,0 ml glukoseoxidase, 2000 enheder/ml.

Der omrores indtil al fast maleriale er oplest og udhel-
des pad en glasplade eller anden flad overflade. Dyp et
stykke af membranen, der forud er imprzgneret med farve-
stof, aftryk overskydende vaske og twr ved 56 0C i 15 mi-

nutter.

Det elektroniske apparat, der anvendes til at foretage
reflektionskoefficientaflesninger, indeholder mindst en
lyskilde, en reflekterende lysdetektor, en forstarker, en
analog Lil digitalkonverter, en mikroprocessor med hukom-

melse og program og et display.
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Lyskilden bestar typisk af en lysemitterende diode (LED).
Skent det er muligt at anvende en polychrom lyskilde og
en lysdetektor, der er i stand til at male ved to for-
skellige bolgel®ngder, vil et foretrukkent apparat inde-
holde 2 LED kilder eller en enkelt diode, der er i stand
til at udsende to distinkte belgel®ngder af lys. Kommer-
cielt tilgengelige LED-kilder, der frembringer belgelang

der af lys som beskrevet, og som foretrzkkes i forbindel-
se med den foreliggende opfindelse omfatter en Hewlett
Packard HLMP-1340 med et emissionsmaksimum ved 635 nm og
Hewlett Packard QEMT-1045 med en snaverl emissionsmaksi-
mum ved 700 nm. Kommercielt tilgzngelige passende lysde-
tektorer omfatter en Hammamatsu 5874-18K og Litronix BPX-
65.

Skent andre metoder til optagelse af malinger er mulige,
giver folgende metode de onskede resultaler. Afl@sninger
optages med fotodetektoren p& s@rlige tidspunkter efter
at tidsmdlingen er begyndt. 635nm LED er kun tilsluttet
under en kort maletid, der begynder omtrent 20 sekunder
efter starttiden, sdaledes som er angivet ved reflektions-
koefficienttilslutning. Hvis denne aflasning indikerer,
at et hejt glukoseniveau forefindes i proven, foretages
en 30 sekunds afl®sning og anvendes til slutberegning for

al forbedre nejagtigheden.

Skent andre metoder til optagelse af malinger er mulige,
giver folgende metode de onskede resultater. Aflasninger
optages med fotodetektoren pa sarlige tidspunkter efter
at tidsmalingen er begyndt. 635 nm LED er kun tilsluttet
under en kort maletid, der begynder omtrent 20 sekunder
efter starttiden, saledes som er angivet ved reflektions-
koefficientltilslutning. Hvis denne afl@sning indikerer,
at et hejt glukoseniveau forefindes i proven, foretages

en 30 sekunds aflasning og anvendes til slutberegning for
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at forbedre ngjagtigheden. Typisk heoje niveauer antages
al begynde ved ca. 250 mg/dl. Baggrunden korrigeres med
en 700 nm aflesning optaget ca. 15 sekunder efter start
af mileperioden. Aflesningen fra fotodetektoren integre-
res over tidsrummet, hvor den pagaldende LED er aktive-
ret, hvilket typisk er mindre end 1 sekund. De ukorrige-
rede reflektionskoefficientaflasninger anvendes herefter
til beregninger udfort af mikroprocessoren efter at sig-
nalet er forsterket og omdannet Lil et digitalsignal. Ad

skillige mikroprocessorer kan anvendes til at udfore den-
ne beregning. En AIM65 enkeltkort mikrocomputer fremstil-
let af Rockwell International har vist sig at vere til-
fredsstillende.

Den omhandlede fremgangsmade og apparat muligger en szr-
deles simpel malemetode med minimumarbejdstrin for bruge-
ren. Nar man bruger opfindelsen anbringes reagensstrimme-
len i detektoren, sdledes at hullet i strimmelen passer
nojagtigt med de optiske dele af detektionssystemet. Af-
tagelig lukke ellér anden lag anbringes over de optiske
dele og strimmelen for at beskytte apparatet mod det om-
givende lys. Malingerne begyndes herefter ved at trykke
pad en knap pd maleapparatelt, der aktiverer mikrocompute-
ren til at tage en mdling af reflekteret lys fra den uom-
satte reagenspude, betegnet en R,, afla@sning. Herefter
fjernes beskyttelsen og en drabe blod paferes reagenspu-
den, typisk mens reagenspuden er neojagtig ud for de op-
tiske dele og aflasningsanordning. Det foretrakkes, at
reagenstrimmelen efterlades tat ved de optiske dele for
at formindske handtering. Insltrumentet er i stand til at
fole tilforslen af blod eller anden prove ved hjalp af en
nedgang i reflektionskoefficienten, nar prgven gar gennem
matrixen og det reflekterede lys males pa den modsatte
side. Nedgang 1 reflektionskoefficienten starter en tids-
inddeling, der er beskrevet detaljeret andet sted i be-

skrivelsen. Dette bgr genanbringes i lebet af 15 sekunder
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for samme prove, skent denne tid kan variere afhangig af
den type pregve, der mdles. Resultater kan typisk aflases
omtrent 30 sekunder efter blodtilfersel, dersom en blod-
glukoseprove skal mdles, skont 20 sekunders reaktionstid
er mulig for glukoseprover, der indeholder koncentratio-
ner af glukose p3 mindre end 250 mg/dl. Dersom andre pro-
ver skal mdles, kan passende tider til aflasning af re-
sultatet variere og kan let bestemmes ud fra egenskaberne

alf den udvalgte reagens/prove.

En s@rlig neojagtig bedemmelse af glukosemzngden (eller en
hvilken som helst anden analyt, der skal miles) kan fore-
tages under anvendelse af baggrundsstremmen, dvs. streom-
men fra fotodetektoren tilsluttet men intet lys reflekte-
ret fra reagenspuden for at foretage en baggrundskorrek-
tion. Det har vist sig, at over en 2-3 mdneders periode
forandrer denne vardi sig ikke for et specielt instrument
fremstillet ifolge en foretrukken udforelsesform for op-
findelsen, og det er muligt at programmere denne bag-
grundsaflasning ind i computerhukommelsen som en kon-
stant. Med en 1lille modifikation af fremgangsmaden kan

denne verdi imidlertid males ved hver analyse for at op-
nas mere akkurate resultater. Ved den modificerede metode
er maleapparatet slaet til med laget 1lukket inden rea-
gensstrimmelen er pd plads, og baggrundsstrommen kan ma-
les. Herefter indferes forsggsstrimmelen i maleapparatet
med laget lukket, og Ry, malingen foretages, og procedu-
ren fortsatter som beskrevet tidligere. Med den modifice-
rede fremgangsmade behever baggrundsstrommen ikke at vare
stabil gennem hele maleapparatets 1levetid, hvorved der

fas mere nejagtige resultater.

De ubehandlede data nedvendige for at beregne et resultat
i glukoseforseg er en baggrundsstrem angivet som bag-
grundsreflektionskoefficient, R, som beskrevet ovenfor;

en aflasning for den uomsatte forsegsstrem, Ry, 0gsa som
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beskrevet ovenfor og en slutmdling. I en foretrukken ud-
forelsesform beskrevet narmere er slutpunktet ikke spe-
cielt stabilt og ma pracist tidsbestemmes ud fra den
forste tilforsel af blod. Imidlertid udferer maleanord-
ningen som beskrevet tidligere denne Lidsbestemmelse au-
tomatisk. For glukosekoncentrationer under 250 mg/dl op-
nas et passende stabilt slutpunkt i lebet af 20 sekunder,
og en slutreflektionskoefficient Rio optages. For
glukosekoncentrationer indtil 450 mg/dl er en 30 sekunds
reflektionskoefficientaflasning, R,. passende. Skent sys-—
temet beskrevet heri udviser god differentiering indtil
800 mg/dl glukose, er mdlingen noget stojende og uakkurat
over 450 mg/dl, imidlertid ikke sa stor at det forarsager
et alvorligt problem. Langere reaktionstider skulle give
mere velegnede aflasninger for hojere koncentrationer af

glukose.

700 nm reflektionskoefficientaflasning for den dobbelt
belgelengdemdling tager typisk 15 sekunder (R;¢). Pa det-
te tidspunkt vil blodet fuldstendigt vare trukket ind i
reagenspuden. Efter 15 sekunders forleb fortsatter farve-
stofreaktionen med at foregd og hvis pd en lille del ved
en 700 nm aflasning. Da farveabsorption ved 700 nm signa-
let imidlertid er en ulempe, ignhoreres afl®sninger efter

15 sekunder i beregningerne.

De ukorrigerede data beskrevet ovenfor anvendes til at
beregne parametere proportionalt med glukosekoncentrati-
on, der lettere kan visualiseres end reflektionskoeffi-
cientmalinger. En logaritmisk transformation af reflek-
tionskoefficient analog med forholdel mellem absorptions-
graden og analytkoncentrationen observerel ved transmis-
sionsspektroskopi (Beer's Law) kan eventuelt anvendes. En
simplificering af Kubelka-Monks 1ligninger, der specielt
af afledt for reflektionskoefficientspektroskopi, har

vist af verdi. I denne udledning er K/S relateret med
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analytkoncentrationen, idet K/S er defineret af ligning
1.

K/S-t = (1 - R't)*/ (2 x R'r) (1)

R't er reflektionsevnen optaget pa et specielt sluttids-
punkt t og den absorberede fraktion al den indfaldende
lysstrale beskrevet af ligning 2, hvor R, er slutpunkts-
reflektionskoefficienten, R;, eller R;:.

-*

Rt = (R. - R.)/(Rdry - R)) (2)

R't varierer fra 0 for intet reflekteret 1lys (R)) til 1
for totalreflekteret 1lys (R,,). Anvendelsen af reflekti-
onsevnen i kalkulationerne simplificerer i hej grad ud-
formningen af mdleanordningen som en hej stabil kilde, og
et detekteringskredsleb bliver unedvendig, da disse kom-

ponenter er kontrolleret ved hver R,. og R, maling.

For en enkelt belgelangdeaflasning kan K/S vare beregnet
ved 20 sekunder (K/S-20) eller 30 sekunder (K/S-30). Ka-
libreringskurverne, der relaterer disse parametre med YSI
(Yellow Springs Instruments) glukosemalinger kan pracist

beskrives af den trediegradsligning angivet i ligning 2.
YSI = a, + a; (K/S) + a. (K/S)* + a, (K/S)® (3)

Koefficienterne for disse polynomier er angivet i tabel
1,
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TABEL 1

Koefficienter for trediegradspolynomiers tilpasning til

enkelt bglgelangdekalibreringskurver

K/S-20 K/S-30
ap —55,75 —55'25
ax 0,1632 0,1334
a -5,765 x 107" -2,241 x 107"
a; 2,58 x 107" 1,20 x 107

Den specielle kemiske art, der skal males i de foretrukne
udforelsesformer, er MBTH-DMBA indaminfarven, og den kom-
plekse matrix, der skal analyseres, er fuldblod distribu-
eret pAd en 0,8 j Posidynmembran. En oversigtsartikel be-
tegnet "Application of Near Infra Red Spectrophotometry
to Lhe Nondestructive Analysis of Foods: A Review of Ex-
perimental Results", CRC Critical Reviews in Food Science
and Nulkrition, 18(3) 203-30 (1983), beskriver anvendelsen
af instrumenter baseret pA& malingen af en optisk densi-
tetsforskel AOD (y. y.) hvor ODy, er den optiske densitel
al bolgelangden svarende til absorptionsmaksimet af en
komponent, der skal bestemmes, og ODy. er den optiske
densitet ved en belgelangde, hvor samme komponent ikke

absorberes signifikant.

Algoritmen for dobbeltbelgelangdemadling er naturnedvendig
mere kompleks end for enkeltbelgelangdemaling, men er
meget mere effektfuld. Den forste grads korrektion an-
vendt pa 700 nm aflasningen er en simpelt subtraktion af
baggrundsfarven pa& grund af blod. For at foretage denne
korrektion kan et forhold mellem absorbans ved 635 nm og
700 nm pa& grund af blodfarven bestemmes og bestemmes ved
at male blodpreven med 0 mg/dl glukose over et bredt om-
radde af blodfarve. Farveforandringen opbyggedes ved at
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variere hematocrit, og der observeredes forholdsvis line-
@re forhold. Ud fra disse linier normaliseredes K/S-15
ved 700 nm til opndelse af @kvivalent med K/S-30 ved 635
nm. Detle forhold er angivet i ligning 4, hvor K/S-15n er

den normaliserede K/S-15 ved 700 nm.

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

Bemerk at &kvivalenten af delt normaliserede 700 nm signal
og 635 nm signal kun er sandt ved 0 glukose. Udtrykkende
fra hvorfra kalibreringskurverne afledtes er defineret af

ligningerne 5 og 6.

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

K/5-30/15 (K/5-30) - (K/S-15n) (6)

Disse kurver er bedst tilpasset ved hjzlp af fjerdegrads-
ligninger lig med ligning 3, hvortil fjerdegradsudtryk i
K/S er tilsat. Computertilpasningskoeflficienterne for

disse ligninger er angivet i tabel 2.

TABEL 2

Koefficienter for fjerdegradspolynomiers tilpasning til

enkelt bolgela®ngdekalibreringskurver

K/S-20/15 K/S-30/15
ao -0,1388 1,099
a, 0,1064 0,05235
a; 6,259 x 107" 1,229 x 107
aj -6,12 x 107 -5,83 x 107"
ay 3,21 x 10°" 1,30 =x 107"
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En andengradskorrektion for at fjerne fejlene pa grund af
kromatografivirkninger er ogsa blevet udviklet. Lave he-
matocritprever har karakteristiske lave 700 nm aflasnin-
ger i forhold til hejere hematocritprgver med den samme
635 nm aflasning. Dersom forholdet (K/S-30)/(K/S-15) af-
settes mod K/S-30 over et bredt omrade af hematocriter og
glukosekoncentrationer, viser den frewmkomne linie pa kur-
ven gransen mellem pregver, der udviser kromatografiske
virkninger (over kurven) og de der ikke gor dette (under
kurven). K/S-30 for preverne over kurven er Kkorrigeret
ved at have aflasningen svarende Lil et punkt pa kurven
med den samme (K/S-30)/(K/S-15).

De ovenfor navnte korrektionsfaktorer blev skraddersyet
til at passe til et enkelt instrument og et begranset an-
tal reagenspreparationer. Algoritmen kan optimeres for et
enkelt instrument og reagens p& samme made som beskrevet

ovenfor.

Det omhandlede system formindsker saledes kort sagt ope-
rationerne og tilvejebringer adskillige fordele i forhold
til tidligere kendte reflektionskoefficientaflasningsme
toder. Nar der sammenlignes med tidligere metoder til be-
stemmelse af glukose i blod er der f.eks. adskillige

i o@jenfaldende fordele. For det forste er den mangde
prove, der er nedvendig for at maette den tynde reagens-
pude, ringe {(typisk 5-10 pl). For det andet er den noed-
vendige operationstid der kraves for at pafere preven pa
det tynde hydrofile lag og lukke laget (typisk 4-7 se-
kunder) kort. For det tredje er der ikke nogen samtidig
tidsstart nedvendig. For det fjerde kan fuldblod an-
vendes. Fremgangsmaden kraver ikke nogen adskillelse el-
ler anvendelse af prever, der ikke indeholder rode blod-
legemer, og kan ligeledes anvendes med andre dybtfarvede

prover.
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Adskillige ikke nerliggende fordele fremkommer som et re-
sultat ved udfoersel af den omhandlede opfindelse pa fuld-
blod. Normale vandige oplesninger {(som blod) vil trange
igennem en hydrofil membran til opnaelse af et vaskelag
pa den modsatte side af membranen, en overflade der der-
for ikke er velegnel til reflektionskoefficientmalinger.
Det har imidlertid vist sig, alt blod, tilsyneladende pa
grund af den gensidige indvirkning mellem rede blodlege-
mer og proleiner i blodet med matrixen vil befugte poly-
amidmatrixen uden at have et overskud af vaske der tran-
ger gennem den porose matrix og griber ind i reflektions-

koefficientmadlingen pd den modsatte side af matrixen.

Yderligere ville man antage at de tynde membraner anvendt
i forbindelse med den foreliggende opfindelse, nar de var
vade, ville transmittere lys og kun tilbagegive et svagt
signal til reflektionskoefficientmaleanordningen. Tidli-
gere litteratur har generelt angivet, at reflekterende
lag er nedvendig bagved matrixen for at reflektere til-
straekkelig lys. I andre tilfalde er en hvid pude blevet
anbragt bag reagenspuden inden farvemalingen. I det fore-
liggende tilfalde er hverken et reflekterende lag eller
en hvid pude neodvendig. Faktisk udfores den omhandlede
opfindelse typisk med en lysabsorberende overflade bag
reagenselementel, hvor indfaldende lys rammer matrixen.
Under anvendelse af en lysabsorberende overflade bag rea-
genselementet, koblet madling af reflektionskoefficient
ved to forskellige beolgelangder, muliggores at acceptable
reflektionskoefficientmalinger kan udfores uden at fjerne
overskud af vaeske fra matrixen, hvorved man fjerner et
s@rlig trin, der typisk er nedvendig i tidligere omtalte

metoder.

Opfindelsen er nu beskrevet generelt, idet den beskrives
nermere i efterfelgende eksempler, der kun skal vaere il-
lustrative.
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anvendtes til

optagelse af reproducerbarhedsdata som angivet i tabel 3-

5.

TABEL 3
Reproducerbarhed af enkeltbelgel®ngde MPX system

YsI Average (mg/dl) Standard- Variations-
] afvigelse (mg/dl) koefficient %

(mg/dl) 20 sek. 30 sek. 20 sek. _30 sek. 20 sek. 30 sek.
25 23,1 23,0 2,1 2,04 9,1 9,0
55 53,3 | 53,2 3,19 3,32 6,0 6,3
101 101 1101 3,0 3,3 3,0 3,0
326 326,6 | 327 13,3 9,8 4,1 3,0
501 1 503 17,1 3,1

690 675 28 ) 4,15
810 813 37 4,5

TABEL 4
Reproducerbarhed af dobbeltbelgelangde MPX system

YSI Average (mg/dl) Standard- Variations-
afvigelse (mg/dl) koefficient %

(mg/dl1) 20 sek. | 30 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 2,18 2,5 2,1
326 332 330 15,0 7,1 4,5 2,1
501 _|.505 21,3 4,2
690 . 687 22,8 3,3
810 - 817 30,4 3,7




10

15

20

25

30

DK 173160 B1

33

TABEL 5

Reproducerbarhed af en 3,0 mm diameter abning

3 C.V.
YSI (mg/dl) 4,7 mm 3,0 mm
55-100 4,8 4,9
300 3,0 5,0
600 3,8 5,5
Gennemsnit 3,9 5,1

Blodet opdeltes i 4 prover og tilsattes glukose over et
omrade pa 25-800 mg/dl. 20 beslemmelser blev optaget for
hver glukoseforseogsniveau med strimler udtaget randomise-
ret fra en 500 strimmelprove (fabrikationsnummer FJ4-
49B) . Resultaterne af denne undersogelse gav felgende

konklusioner:

1. Enkelt mod dobbeltbglgelangde:

Den gennemsnitlige wvariationskoefficient for det 30
sekunders dobbelte resultat var 3,7% mod 4,8% for det
30 sekunders enkelte beglgel@ngderesultat, en forbed-
ring pd 23% over et glukoseomrddet pa& 25-810 mg/dl.
Der fandtes en 33% forbedring i variationskoefficient
i 25-326 mg/dl omradet. Her aflog reaktionskoeffici-
ent fra 5,4% til 3,6%, en signifikant forbedring in-
den for det meslt anvendte omrade. Den 20 sekunders
dobbelte bolgelangdemadling gav lignende forbedring i
variationskoefficient i forhold til den enkelte bel-
gel®ngdemdling i 25-325 mg/dl omradet (tabel 3 og 4).
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Dobbelt belgelangde, 20 i forhold til 30 sekundsre-

sultater:

Den gennemsnitlige variationskoefficient for et 20
sekunders resultat var i 25-100 mg/dl omradet er nas-
ten identisk med 30 sekundersaflasningen, 4,2% i for-
hold til 4,1%. Imidlertid har ved 326 mg/dl 30 se-
kundsaflesningen en variationskoefficient pa 2,1% og
20 sekunders resultatet i en variationskoefficient pa
4,5%. Som det fremgar af K/S5-20 responskurven begyn-
der kurven at aftage skarpt over 250 mg/dl. Dette fo-
rer til darlig reproducerbarhed ved glukoseniveauer
pad mere end 300 for 20 sekunders resultatet. Ud fra
denne reproducerbarhed er resultatafskaringen for 20
sekunders resultatet et eller andel sted mellem 100
og 326 mg/dl. En afskering pa 250 mg/dl bestemtes se-
nere ud fra resultater af genudvindelsesundersogelsen

angivet i1 eksempel II.

Abningens storrelse:

En mindre blendedbningsstorrelse 3,0 mm us. 5-0 mi-
nutter undersegtes. Det indledende forsog under an-
vendelse af en 10-gange handdyppet skiveprove viste
ikke forbedret variationskoefficienter med 3,0 mm ab-
ning, tilsyndeladende pa grund af lelttere registre-
ring med de optiske dele i systemet. Dersom imidler-
tid maskinfremstillede valsemembraner anvendtes var
den gennemsnitlige variationskoefficient (tabel 5) pa
den sterre &bning pd 4,7 mm 3,9% us. en gennemsnitlig
variationskoefficient for 3,0 mm Abningen pa 5,1%.
Denne 30% forogelse 1 variationskoefficient skyldtes
sandsynligvis den uens overflade af valsemembranpro-

ven som harmere omtalt nedenfor.
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EKSEMPEL II

Genudvindelse:

For at sammenligne den omhandlede fremgangsmade (MPX) i
forhold til en typisk tidligere metode, der anvender et
Yellow Springs Instrument Model 23A glukose analysator
fremstillet af Yellow Springs Instrument Co., Yellow
Springs, Ohio (YSI) undersegtes blod fra 36 donorer. Do-
norerne opdeltes ligeligt mellem kvinder og mend og la
med hematocritter fra 35 til 55%. Blodproverne anvendtes
i lebet af 30 timer efter opsamling, idet der var tilsat
lithiumheparin som antikoagulant. Ilver blodprgve opdeltes
i prever og tilsalles glukose til opndelse af 152 prover
i omradet 0-700 mg/dl glukose. Hver preve undersggtes 2
gange for i alt 304 datapunkter.

Responskurver blev optegnet ud fra disse data, og herefl-
ter beregnedes glukosevardier ud fra den korrekte ligning
(tabel 1 og 2). Disse MPX glukosevardier blev herefter
afsat mod YSI vardierne til opnaelse af spredningsdia-

grammer.

Sammenligning af MPX systemer: For bade 20 sekunders og
30 sekunders malingstiderne er der visuelt mere spredning
i de enkelte-belgelangdespredningsdiagrammer end de dob-
belt-belgela&ngdespredningsdiagrammer. 20 sekunders aflas-
ningen bliver meget spredt over 250 mg/dl, men 30 sekun-
ders malingen har ikke bred spredning, indtil glukoseni-
veauet er 2500 mg/dl.

Disse spredningsdiagrammer kvantificeredes ved at bestem-
me afvigelserne fra YSI inden for forskellige glukoseom-

rader. Der opndedes felgende resultater:
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TABEL 6

Nojagtighed af MPX ud for genudvindingsresultater

MPX S.A. Variationskoefficient
bolge- Maletid (mg/dl) for omradet*

lengde (sek) 0-50 50-250 250-450 450-70
enkelt 20 +/- 5,6 7,2 14,5 -
enkelt 30 +/- 6,9 7,1 8,8 10,2
dobbelt 20 +/- 2,3 5,3 12,8 -
dobbelt 30 +/- 2,19 5,5 5,8 8,14
Bemerkning: Disse er inden for metoden variations-

koefficienter

Det dobbell bolgelangdesystem gav variati-
der 14 30% lavere end det

enkelte bglgelangdesystem.

onskoefficienter,

Del enkelte bolgelangdesystem viste fra 0-
50 mg/dl en standardafvigelse pa +/- 6-7
mg/dl, medens standardafvigelsen for en
dobbeltbslgelangdemaling kun var +/- 2,2
mg/dl.

Afskaringen for en 30-sekunders MPX maling
er 250 mg/dl. For 50-250 mg/dl omradet gav
bade 20- og
lignende

30-sekunders malingerne

inden for -metoden variations-

(ombtrent 7% for enkelt-
5,5% for dobbeltbelgelangde).

Imidlertid mere end fordobler

koefficienter
belgelangde,

inden for
metoden variationskoefficienterne i 250-450

mg/dl omrddet for 20-sekunders aflasningen
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til 14,5% for den enkelte og 12,8% for den
dobbelte beglgelangde.

d. 30-sekunders aflasningen var ikke
anvendelig over 450 mg/dl bade for den
enkelte og den dobbelte belgel@®ngdemaling
(variationskoefficienter pad 10,2 og 8,4%).

Som konklusion gav to MPX systemer optimal kvantificering
inden for 0-450 mg/dl omradet.

1.

MPX 30 dobbell:

Dette dobbelte belgelangdesystem gav en 30-sekunders
malingstid med en 95% konfidensgranse {defineret som
sandsynligheden for en maling er inden for 2 stan-
dardafvigelser af YSI) pad 11,3% (variationskoeffici-
ent) for omradet fra 50-450 mg/dl (tabel 7) og 4,4
mg/dl (standardafvigelse) for 0-50 mg/dl.

MPX 30/20 dobbelt:

Dette dobbelte bolgelangdesystem gav en 20-sekunders
malingstid i 0-250 mg/dl omradet og en 30-sekunders
malingstid for 250-450 omrddet. 95% konfidensgranser-
ne var nesten identiske med MPS 30 dobbeltsystemet
(tabel 7), 11,1% (variationskoefficient) for 50-450
ng/dl og + 4,6 mg/dl (standardafvigelse for 0-50 mg/-
dl).

TABEL 7

Sammenligning af 95% konfidensgraznser for MPX, glucoscan

plus og accu-chek bG* regensstrimler
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Malings- MPX enkelt MPX dobbelt
omrade bolgelangde belgelangde
mg/dl 20 sek. 30 sek. 20 sek. 30 sek.

0-50 11,2 mg/dl 13,8 mg/dl 4,6 mg/dl 4,4 mg/dl
50-250 14,4 % 14,2 % 10,6 % 11,0 %
250-450 - 17,6 % - 11,6 %

77-405 GlucoScan Plus (Drexler Clinical) 15,9 %
77-405 Accu-Chek bG (Drexler Clinical) 10,7 §

50-450 MPX 20/30 Dual Hybrid 11,1 %
50-450 MPX 30 Dual 11,3 ¢
* Konfidensgr®nserne for MPX var fra YST.

Konfidensgranserne for GlucoScan Plus og Accu-Chek bG var
fra regressionsligningen i forhold til YSI, der elimine-

rer skevheder pd grund af sma forskellige i kalibrering.

EKSEMPEL ITI

Stabilitet:

Det meste af laboratoriearbejdet udfert for at oplimere
stabiliteten blev afsluttet under anvendelse af handdyp-
pede 0,8 p posidynmembranskiver. Det s®rlige farvestof/-

enzympraparal var forud fremstillet.

1. Stabilitet ved stuetemperatur:

Denne undersggelse blev udfert for at kortlegge even-
tuelt forandring i responsen af det 0,8 p posidynmem-
branreagens lagret ved 18-20 °C over silicageltorre-
middel. Efter 2,5 maneders forleb kunne der ikke ma-
les registrerbar forandring ved responsen af en stue-

temperaturpreove i forhold til responsen af en prove,
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der var lagret ved 5 °C. Hvert spredningsdiagram re-

prasenterede et glukoseomrdde pa 0-450 mg/dl.

Stabilitet ved 37 °C:

En 37 °C stabilitetsundersogelse under anvendelse af
samme reagens som for stuetemperatursundersogelsen
udfortes. TForskellene i glukosevardier af reagensetl
lagret ved 37 “C i forhold til stuetemperatur for
strimler anbragt med og uden klabemiddel afsattes i
forhold til tiden. Skeont resultaterne var usikre pa
grund af den darlige reproducerbarhed af de handfrem-
stillede strimler wvar stabiliteten glimrende for
strimlerne, hvad enten de var lastel med eller uden
klxzbestof.

Stabilitet ved 56 °C:

Otte 5- til 6-dage stabilitetsundersogelse udforles
under anvendelse af forskellige praparationer af et
lignende praparat pd skivemembran (tabel 8). For det
lave glukoseforsegsniveau (80-100 mg/dl) faldt gen-
nemsnitsglukosevardien ved belastning med 3,4%, idet
det hgjeste fald var 9,55%. Ved hoje forsogsniveauer
(280-320 myg/dl) aftog glukoseafl®sningen med et gen-
nemsnit pad 3,4%, idelt det sterste fald var 10,0%.

TABEL 8

Stabilitet ved pH = 4,0, 0,8 posidynskivereagensformule-
ring belastet 5-6 dage ved 56 “C.
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% forskel (56 "C i forhold

Prove til stuetemperaturprover)
_nr. YSI (80-100 mg/dl) YSI (280-320 mg/dl)
FJ22B -6,25 + 5,4
FJ27A -4,0 - 5,14
FJ28B -2,4 - 5,3
FJ30H -9,55 -10,0
FJ31cC +4,43 - 1,24
FJ36 -3,2 - 8,5
[FJ48B* -3,0 0,0
GM48A* -3,0 - 2,5
Gennemsnit af 8 -3,4 - 3,14

* Disse to pregver indeholdt to gange den normale

koncentration af enzym og farvestof.

En undersogelse af 56 °C belastningen af denne membran
over en 19 dages periode viste ingen afgerende forskel
for strimler belastet med eller uden klabestof. I begge
tilfelde var 19 dages nedgangen i glukosevardien <15% for

de laveste forsogsniveauer (80-100) og 300 mg/dl.

En anden 56 °C undersggelse under anvendelse af handdyp-
pede 0,8 p posidynmembraner med to gange den normale kon-
centration og af enzym og farvestof udfertes. To adskilte
prezparationer med samme formulering blev foretaget, og
stabiliteten maltes over en 14 dages periode. Gennem-—
snitsresultaterne af de to undersegelser blev nedtegnet.
Forandringer fandtes inden for 110% over 14 dages perio-
den for bade det hoje og det lave glukoseforsegsniveau.
Disse resultater viser, at denne formulering er sarlig

stabil.
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Provestorrelse:
Kravene til provestorrelse for MPX er angivet i tabel 9.
TABEL 9

Virkning af provesterrelse for MPX malinger

Preve Dobbeltboslgelangde Enkeltbeolgelangde
sterrelse gennemsnit gennemsnit
(n1) Lav glukose YSI = 56
3 41 50 39 31 40 31 42 30 19 30
4 44 49 49 49 48 11 45 44 45 44
5 54 48 49 51 50 50 49 458 49 49
10 48 50 47 48 54 54 56 55 54 54
20 49 49 49 50 49 49 57 58 60 58
(p1) Lav glukose YSI = 360
3 301 260 276 286 280 274 232 244 260 252
4 383 378 367 341 367 361 356 342 318 344
3 398 402 382 370 388 378 387 366 351 370
10 364 362 378 368 368 356 358 379 369 366
20 375 370 380 378 376 380 382 389 385 384

Rumfangene angivet i tabellen overfortes til reagenspuden
angivet pd fig. 1 under anvendelse af en mikropipette.
Nar blod fra et fingerprik overfgres til en strimmel kan
hele preve ikke overfores, hvorfor de angivne rumfang
ikke reprasenterer hele provestorrelse, det er nedvendigt
at trykke ud fra fingeren til analyse. En 3 pl prove er
det minimale der er nedvendigt for fuldstendigt at dakke

reagenspudecirklen. Dette giver ikke nok preve til fuld-
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stendigt at matte reagenspuden og MPX giver lave resulta-
ter. En 4 pnl prove metter knapt nok reagenspuden, medens
en 5 pl klart er tilstrakkelig. En 10 pul prove er en stor
skillende drabe og en 20 pl prove er en meget stor drabe
og skal sandsynligvis kun anvendes, dersom blod fra en

pipeltte anvendes til proeveudtagning.

Ved lave glukosekoncentrationer har det enkelte belge-
lengderesultat nogen afh®ngighed af provestorrelsen, der
er fuldstendig fjernet under anvendelse af den dobbelt
bolgelengdemaling. Skent denne afhangighed af enkeltbol-
gelangden kan betragtes som acceptabel, er den klart u-
tilfredsstillende.

EKSEMPEL V

Reproducerbarhed:

Forsogsmalinger beskrevet oven for blev altid udfert fle-
re gange, sadvanligvis 2, 3 eller 4 bestemmelser pr. da-
tapunkt. Disse opstillinger har altid vist klar overens-
stemmelse selv for prover med ekstreme hematocriter eller
ekstreme oxigenniveauer. Variationskoefficienterne var
god og vel under 5%. Det ses derfor, at reproducerbarhe-

den er s®rdeles god til excellent.

Den foreliggende opfindelse tilvejebringer mange fordele
i forhold til de systemer, der hidtil har veret kommerci-
elt tilgengelige eller som er blevet beskrevet i littera-
turen. Forsegsmetoderne er enkle og kraver kun ringe tek-
nisk erfaring og er forholdsvis uden operaterfejl. Forsoc-
gene kan udfores hurtigt og under anvendelsen af billige
og forholdsvis harmlese reagenser, hvilket er vigtige be-
tingelser for materialer, der skal anvendes i hjemmet.
Brugeren opndr resultater, der kan forstds og anvendes i

forbindelse med vedligeholdelsesterapi. Herudover har
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reagenserne lang levetid, saledes at de opnaede resulta-
ter er padlidelige inden for lange tidsperioder. Udstyret

er enkelte og palideligt og i det vasentlige automatisk.

Alle patenter og andre artikler navnt specielt i forelig-
gende beskrivelse angiver niveauet for fagmanden, og der

henvises herved til disse.

Det er klart for fagmanden at der kan foretages foran-
dringer uden at g& uden for den foreliggende opfindelses

rammer.
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Patentkravw

1. Reagensteststrimmel til anvendelse i et apparat til
bestemmelse af en fuldblodpreves blodglukosekoncentra-
tion, hvor apparatet omfatter optiske midler til
detektering af lysintensitet ved belgel®ngder pa ca. 635
nm og ca. 700 nm reflekteret fra i det mindste en del af
strimlen ved at aflase reflektansen af i det mindste en
del af strimlen Xk end et e gn et ved, at; strimlen
har en pores del anbragt nar en distal ende af strimlen,
sdledes at den porsse del generelt ved hj=lp af
apparatets optiske midler registrerer, nar strimlen er
fastholdt under bestemmelse af blodglukosekon-
centrationen, idet den porpse del har en proveoptagende
overflade til at optage en prgve fuldblod og en test-
overflade, hvorhos den porgse del yderligere omfatter
reagensmidler til angivelse af koncentrationen af blod-
glukose i proven af fuldblod i tilstedevarelse af optisk
synligt hamoglobin ved at frembringe en @ndring i reflek-
tans pa testoverfladen til et forudbestemt tidspunkt, der
er en indikation p& den glukosekoncentration, der fore-
findes i proven, idet reagensmidlerne omfatter kemiske
reagenser udvalgt til at frembringe ®ndringen, der er af-
hengig af glukosekoncentrationen, idet de kemiske reagen-
ser omfatter en farveprecursor, der danner en kromofor
som en indikation p3 den glukosekoncentration, der fore-
findes i preven, idet kromoforen absorberer lys ved ca.

635 nm, men ikke i nogen signifikant grad ved ca. 700 nm.
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2. Strimmel ifglge krav 1, hvor farveprecursoren omfat-
ter 3-methyl-2-benzothiazolinonhydrazolhydrochlorid og 3-

dimethylaminobenzoesyre.

3. Strimmel ifwelge krav 2, hvor de kemiske reagenser er

ved en pH-vardi pa 3,8 til 5.
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