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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine Testvorrichtung zur Verwendung in einem Verfahren zur kolori-
metrischen Bestimmung von chemischen und biochemischen Bestandteilen (Analyten) in waRrigen Flussigkei-
ten, insbesondere Vollblut. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform betrifft sie einen Teststreifen zum kolorime-
trischen Messen der Konzentration von Glucose in Vollblut.

[0002] Die Quantifizierung von chemischen und biochemischen Bestandteilen in farbigen walrigen Flussig-
keiten, insbesondere farbigen biologischen Flissigkeiten, wie etwa Vollblut und Urin und biologischen Flissig-
keitsderivaten, wie etwa Blutserum und Blutplasma, ist von stédndig zunehmender Bedeutung. Wichtige An-
wendungen existieren in der medizinischen Diagnose und Behandlung und bei der Quantifizierung der Expo-
sition gegenuber therapeutischen Wirkstoffen, Giftstoffen, schadlichen Chemikalien und ahnlichem. In einigen
Fallen sind die Mengen an Materialien, die bestimmt werden, entweder so gering —im Bereich von Mikrogramm
oder weniger pro Deziliter — oder so schwierig genau zu bestimmen, daf} die verwendete Apparatur kompliziert
und nur fur geschultes Laborpersonal nitzlich ist. In diesem Fall stehen die Ergebnisse im allgemeinen nicht
vor Ablauf einiger Stunden oder Tage nach dem Entnehmen der Probe zur Verfugung. In anderen Fallen liegt
die Betonung oft auf der Fahigkeit von nichtgeschultem Personal, den Test in routinemafiger Weise, schnell
und reproduzierbar aulRerhalb einer Laborumgebung mit rascher oder unmittelbarer Informationsanzeige
durchzufihren.

[0003] Ein Ublicher medizinischer Test ist die Messung von Blutglucosekonzentrationen von Diabetikern. Die
gegenwartige Lehrmeinung rat diabetischen Patienten, ihre Blutglucosekonzentration zwei- bis siebenmal am
Tag zu messen, abhangig von der Natur und Schwere ihrer einzelnen Falle. Basierend auf dem beobachteten
Muster in den gemessenen Glucosekonzentrationen flihren der Patient und der behandelnde Arzt zusammen
Anpassungen hinsichtlich der Ernahrung, Ubung und der Insulinaufnahme durch, um die Krankheit besser zu
handhaben. Es ist offensichtlich, daf} diese Information dem Patienten unmittelbar zur Verfiigung stehen sollte.

[0004] Gegenwartig verwendet ein Verfahren, das weitverbreitet in den Vereinigten Staaten verwendet wird,
einen Testartikel des Typs, der in US-Patent 3,298,789 beschrieben ist, das am 17. Januar 1967 an Mast erteilt
wurde. In diesem Verfahren wird eine Probe von frischem Vollblut (typischerweise 20-40 pl) auf ein Ethylcel-
lulose-beschichtetes Reagenzkissen gebracht, enthaltend ein Enzymsystem mit Glucoseoxidase- und Peroxi-
dase-Aktivitat. Das Enzymsystem reagiert mit Glucose und setzt Wasserstoffperoxid frei. Das Kissen enthalt
ebenso einen Indikator, der mit dem Wasserstoffperoxid in Anwesenheit von Peroxidase reagiert, um eine Far-
be zu ergeben, die hinsichtlich ihrer Intensitat der Glucosekonzentration in der Probe proportional ist.

[0005] Ein anderes populdres Blutglucosetestverfahren verwendet eine ahnliche Chemie, benutzt aber an-
stelle des Ethylcellulose-beschichteten Kissens einen wasser-resistenten Film, durch den die Enzyme und der
Indikator dispergiert sind. Dieser Typ von System wird in US-Patent 3,630,957 offenbart, erteilt am 28. Dezem-
ber 1971 an Rey et al.

[0006] In beiden Fallen l1at man die Probe mit dem Reagenzkissen fiir eine spezifizierte Zeit in Kontakt blei-
ben (typischerweise eine Minute). Dann wird im ersten Fall die Blutprobe mit einem Wasserstrom abgewa-
schen, wahrend sie im zweiten Falle vom Film gewischt wird. Das Reagenzkissen oder der Film wird dann tro-
ckengetupft und bewertet. Die Bewertung wird gemacht, entweder indem man die erzeugte Farbe mit einer
Farbtafel vergleicht, oder indem man das Kissen oder Film in ein Diffusreflexionsinstrument bringt, um einen
Farbintensitatswert abzulesen.

[0007] Wahrend die obigen Verfahren seit Jahren bei der Glucoseluberwachung verwendet worden sind, ha-
ben sie bestimmte Beschrankungen. Die erforderliche ProbengréfRe ist ziemlich groR fir einen Finger-Stech-
test (,finger stick test") und ist fir einige Leute schwierig zu erreichen, deren Kapillarblut sich nicht leicht aus-
druicken l1aRt.

[0008] Zusatzlich haben diese Verfahren eine Beschrankung mit anderen einfachen kolorimetrischen Bestim-
mungen durch nicht-geschultes Personal gemeinsam, dahingehend, daf} ihr Ergebnis auf einem absoluten
Farbwert basiert, der wiederum mit dem absoluten Reaktionsausmal zwischen der Probe und den Testrea-
genzien in Beziehung steht. Die Tatsache, daf} die Probe von dem Reagenzkissen nach dem zeitlich abgemes-
senen Reaktionsintervall abgewaschen oder abgewischt werden muf3, macht es erforderlich, daf der Benutzer
am Ende des abgemessenen Zeitintervalls bereitsteht und wischt oder einen Waschstrom zur erforderlichen
Zeit aufbringt. Die Tatsache, daf} die Reaktion durch Entfernen der Probe abgebrochen wird, fihrt zu einer be-
stimmten Unsicherheit im Ergebnis, insbesondere in den Handen des Benutzers zuhause. Ein UbermaRiges
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Waschen kann niedrige Ergebnisse ergeben und ein zu geringes Waschen kann zu hohe Ergebnisse ergeben.

[0009] Ein weiteres Problem, das bei einfachen kolorimetrischen Bestimmungen durch nicht-geschultes Per-
sonal oft existiert, ist die Notwendigkeit zum Initiieren einer Zeitmessungssequenz, wenn das Blut auf ein Re-
agenzkissen aufgebracht wird. Ein Benutzer wird sich typischerweise in den Finger gestochen haben, um eine
Blutprobe zu erhalten, und wird dann zeitgleich das Blut vom Finger auf ein Reagenzkissen auftragen missen,
wahrend er einen Schaltkreis zum Messen der Zeit mit seiner oder ihrer anderen Hand auslésen muf, wodurch
die Verwendung beider Hande zeitgleich erforderlich ist. Dies ist besonders schwer, da es oft notwendig ist,
sicherzustellen, dal der ZeitmeRschaltkreis nur gestartet wird, wenn das Blut auf das Reagenzkissen aufge-
bracht wird. Alle Verfahren nach dem Stand der Technik erfordern zusatzliche Handgriffe oder zusatzliche Ver-
schaltungen, um dieses Resultat zu erzielen. Entsprechend ist eine Vereinfachung dieses Aspekts von Gera-
ten zum Messen von Reflexion wiinschenswert.

[0010] Die Anwesenheit von roten Blutkdrperchen oder anderen farbigen Bestandteilen stort oft die Messun-
gen dieser absoluten Werte und macht deswegen den Ausschlufd von roten Blutkdrperchen in diesen beiden
Verfahren nach dem Stand der Technik erstrebenswert, da sie am weitestverbreiteten durchgefuhrt werden. In
der Vorrichtung von Patent 3,298,789 verhindert eine Ethylcellulosenmembran, daf rote Blutkdrperchen in das
Reagenzkissen eindringen. In dhnlicher Weise verhindert der wasserresistente Film des Patents 3,630,957,
daf} rote Blutkorperchen eintreten. In beiden Fallen dient das Spllen oder das Abwischen ebenso dazu, diese
potentiell stérenden roten Blutkérperchen vor einer Messung zu entfernen.

[0011] Entsprechend gibt es immer noch einen Bedarf fiir ein System zum Nachweisen von Analyten in far-
bigen Flissigkeiten, wie etwa Blut, das das Entfernen von Uberschissiger Flissigkeit aus einem Reflexions-
streifen, von dem ein Reflexionswert ermittelt wird, nicht erforderlich macht.

Zusammenfassung der Erfindung

[0012] Verfahren, Zusammensetzungen und Vorrichtungen werden hierin offenbart fir diagnostische Assays,
umfassend eine hydrophile pordse Matrix, enthaltend ein signalerzeugendes System und eine ReflexionsmeR-
vorrichtung, die auf eine Veranderung in der Reflexion der Matrix aktiviert wird, wenn eine Flussigkeit die Matrix
penetriert. Das Verfahren umfal’t das Aufgeben der Probe, typischerweise Vollblut, auf die Matrix, die grof3e
Partikel herausfiltert, wie etwa rote Blutkdrperchen, wobei typischerweise die Matrix in der Vorrichtung vorhan-
den ist. Das signalerzeugende System erzeugt ein Produkt, das weiterhin die Reflexion der Matrix verandert,
wobei die Veranderung mit der Anwesenheit eines Analyten in einer Probe in Verbindung gebracht werden
kann.

[0013] Beispielhaft fiir das diagnostische Assaysystem ist die Bestimmung von Glucose in Vollblut, wobei die
Bestimmung durchgeflhrt wird, ohne daf’ das Blut stért, und ohne ein kompliziertes Protokoll, bei dem Bedie-
nungsfehler wahrscheinlich sind.

[0014] Die vorliegende Erfindung stellt jedoch einen wischfreien Teststreifen bereit, wie in Anspruch 1 defi-
niert.

[0015] Die vorliegende Erfindung kann in leichterer Weise durch Bezugnahme auf die folgende detaillierte Be-
schreibung verstanden werden, wenn diese zusammen mit den angehangten Zeichnungen gelesen wird, wo-
bei:

[0016] Fig. 1 eine perspektivische Ansicht einer Ausfihrungsform einer Testvorrichtung ist, enthaltend das
Reaktionskissen, auf welches die zu analysierende Flussigkeit aufgetragen wird.

[0017] Fig. 2 ist ein Blockdiagrammschema einer Vorrichtung, die bei der Verwendung des Teststreifens der
Erfindung verwendet werden kann.

[0018] Fig. 3 ist ein Blockdiagrammschema einer alternativen Vorrichtung, die verwendet werden kann.
Detaillierte Beschreibung
Das Reagenzelement

[0019] Die gegenwartige Offenbarung stellt eine rasche und einfache Methodologie bereit, die eine zuverlas-
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sige und leicht zu betreibende Vorrichtung zur Bestimmung von Analyten, wie etwa Glucose, verwendet, ins-
besondere unter Einbeziehung eines Enzymsubstrats, das zur Produktion von Wasserstoffperoxid als ein En-
zymprodukt fiihrt. Das Verfahren beinhaltet das Auftragen eines geringen Volumens Vollblut auf eine porése
Matrix, das ausreicht, um die Matrix zu sattigen. An die Matrix sind ein oder mehrere Reagenzien eines sig-
nalerzeugenden Systems gebunden, das zur Erzeugung eines Produkts flhrt, das zu einer anfanglichen Ver-
anderung hinsichtlich des Ausmales der Reflexion der Matrix fuhrt. Die Matrix liegt typischerweise in einem
ReflexionsmefRapparat vor, wenn Blut aufgetragen wird. Die flissige Probe dringt in die Matrix ein, was zu einer
anfanglichen Veranderung der Reflexion auf der Mefoberflache fihrt. Ein MeRwert wird dann ein- oder mehr-
mals nach der anfanglichen Veranderung der Reflexion abgelesen, um die weitere Veranderung der Reflexion
auf der MeRoberflache oder in der Matrix als ein Ergebnis der Bildung des Reaktionsprodukts mit der Menge
an Analyt in der Probe in Beziehung zu setzen.

[0020] Fur Messungen im Blut, insbesondere Glucosemessungen, wird Vollblut typischerweise als das As-
saymedium verwendet. Die Matrix enthalt ein Oxidase-Enzym, das Wasserstoffperoxid erzeugt. Ebenso wird
in der Matrix ein zweites Enzym enthalten sein, insbesondere eine Peroxidase, und ein Farbstoffsystem, das
ein Licht-absorbierendes Produkt zusammen mit der Peroxidase erzeugt. Das Licht-absorbierende Produkt
verandert das Reflexionssignal. Bei Vollblut werden Melwerte bei zwei unterschiedlichen Wellenlangen abge-
lesen, wobei der Wert bei einer Wellenlange verwendet wird, um eine Hintergrundstdrung abzuziehen, die
durch Hamatokrit, Sauerstoffbeladung des Bluts und andere Variablen verursacht wird, die das Ergebnis be-
eintrachtigen kénnen.

[0021] Ein Reagenzelement wird verwendet, das die Matrix und die Mitglieder des signalerzeugenden Sys-
tems umfaldt, die innerhalb der Matrix enthalten sind. Das Reagenzelement kann andere Bestandteile flir be-
sondere Anwendungen enthalten. Das Verfahren erfordert das Ausbringen eines geringen Volumens an Blut
auf die Matrix, das typischerweise keiner friiheren Behandlung unterzogen worden ist (es sei denn einer fakul-
tativen Behandlung mit einem Anti-Koagulans). Der Zeitpunkt der Messung wird durch die Vorrichtung auto-
matisch aktiviert, wenn diese eine Veranderung in der Reflexion der Matrix nachweist, wenn eine Flussigkeit
in die Matrix eindringt. Die Veranderung der Reflexion uber eine vorbestimmte Zeitperiode als ein Ergebnis der
Bildung eines Reaktionsprodukts wird dann mit der Menge an Analyt in einer Probe in Beziehung gebracht.

[0022] Eine Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist ein Reagenzelement, Ublicherweise in der Form
eines Kissens, umfassend eine inerte porése Matrix und den Bestandteil oder die Bestandteile eines signaler-
zeugenden Systems, wobei das System in der Lage ist, mit einem Analyten zu reagieren, um ein licht-absor-
bierendes Reaktionsprodukt zu erzeugen, das in die Poren der porésen Matrix impragniert ist. Das signaler-
zeugende System behindert den Flu® von Flissigkeit durch die Matrix nicht signifikant.

[0023] Um beim Ablesen der Reflexion zu assistieren, wird bevorzugt, da® die Matrix wenigstens eine Seite
hat, die im wesentlichen glatt und flach ist. Typischerweise wird die Matrix in ein diinnes Blatt mit wenigstens
einer glatten flachen Seite gebildet. Bei der Verwendung wird die zu analysierende Flissigprobe auf eine Seite
des Blattes aufgetragen, wobei eine vorhandene Assayverbindug durch das Reagenzelement aufgrund von
Kapillar-, Saug-, Schwerkraftsflul3- und/oder Diffussionswirkung lauft. Die Bestandteile des signalerzeugenden
Systems, die in der Matrix vorhanden sind, werden reagieren, um ein lichtabsorbierendes Reaktionsprodukt zu
ergeben. Einfallendes Licht trifft auf das Reagenzelement an einer Position, die nicht die Position ist, auf der
die Probe aufgetragen wird. Das Licht wird von der Oberflache des Elements als diffuses reflektiertes Licht re-
flektiert. Dieses diffuse Licht wird gesammelt und gemessen, z.B. durch den Detektor eines Reflexionsspek-
trophotometers. Die Menge an reflektiertem Licht wird mit der Menge an Analyt in der Probe in Beziehung ste-
hen, wobei sie gewohnlich eine inverse Funktion der Menge an Analyt in der Probe ist.

Die Matrix

[0024] Jeder der Bestandteile, der zum Erzeugen des Reagenzelements notwendig ist, wird nacheinander
beschrieben werden. Der erste Bestandteil ist die Matrix selbst.

[0025] Die Matrix wird eine hydrophile porése Matrix sein, an die Reagenzien kovalent oder nicht-kovalent
gebunden sein kénnen. Die Matrix wird den Flul3 eines walrigen Mediums durch die Matrix erméglichen. Sie
wird ebenso das Binden von Proteinzusammensetzungen an die Matrix ermdglichen, ohne in signifikanter Wei-
se nachteilhaft die biologischen Aktivitat des Proteins zu beeintrachtigen, z.B. die enzymatische Aktivitat eines
Enzyms. In dem Ausmalle, dal’ Proteine kovalent gebunden sind, wird die Matrix aktive Stellen fur die kova-
lente Bindung haben oder kann durch Mittel, die auf dem Gebiet bekannt sind, aktiviert werden. Die Zusam-
mensetzung der Matrix wird reflektierend sein und wird eine ausreichende Dicke haben, um die Bildung eines
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lichtabsorbierenden Farbstoffs im Totvolumen oder auf der Oberflache zu ermdglichen, um die Reflexion von
der Matrix zu beeinflussen. Die Matrix kann eine uniforme Zusammensetzung haben oder eine Beschichtung
auf einem Substrat, was die notwendige Struktur und physikalischen Eigenschaften bereitstellt.

[0026] Die Matrix wird sich gewdhnlich beim Befeuchten nicht deformieren und behalt so ihre urspriingliche
Konformation und Gréfe bei. Die Matrix wird eine definierte Absorptionsfahigkeit haben, so dall das Volumen,
das absorbiert wird, innerhalb von vernlinftigen Grenzen kalibriert werden kann, wobei die Variationen gewohn-
lich unterhalb von ungefahr 50%, bevorzugt nicht grofRer als 10% gehalten werden. Die Matrix wird eine aus-
reichende Feuchtfestigkeit haben, um eine routinemafige Herstellung zu ermdglichen. Die Matrix wird es er-
moglichen, dall nicht-kovalent gebundene Reagenzien relativ uniform auf der Oberflache der Matrix verteilt
werden.

[0027] Beispielhaft fur Matrixoberflachen sind Polyamide, insbesondere bei Proben, die Vollblut beinhalten.
Die Polyamide sind gewdhnlich Kondensationspolymere von Monomeren von 4 bis 8 Kohlenstoffatomen, wo-
bei die Monomere Lactame oder Kombinationen von Diaminen oder Dicarbonsauren sind. Andere polymere
Zusammensetzungen mit vergleichbaren Eigenschaften kdnnen ebenso ihre Verwendung finden. Die Polya-
midzusammensetzungen kénnen modifiziert werden, um andere funktionelle Gruppen einzufihren, die gela-
dene Strukturen bereitstellen, so dafk die Oberflachen der Matrix neutral, positiv oder negativ, ebenso wie neu-
tral, basisch oder sauer sein kénnen. Bevorzugte Oberflachen sind positiv geladen.

[0028] Bei der Verwendung mit Vollblut hat die porése Matrix bevorzugt Poren mit einem durchschnittlichen
Durchmesser im Bereich von ungefahr 0,1 bis 2,0 ym, bevorzugt ungefahr 0,2 bis 1,0 und bevorzugter von un-
gefahr 0.6 bis 1,0 ym.

[0029] Eine bevorzugte Herstellungsweise des porésen Materials ist es, das hydrophile Polymer auf einen
Kern von Vlies-Fasern zu gief3en. Die Kernfasern kénnen jegliches porése Material sein, das die erwlinschte
Unversehrtheit und Festigkeit erzeugt, wie etwa Polyester und Polyamide. Das Reagenz, das das Licht-absor-
bierende Reaktionsprodukt bilden wird, das spater im einzelnen diskutiert wird, liegt innerhalb der Poren der
Matrix vor, blockiert aber nicht die Matrix, so dal® der fliissige Teil des Assaymedium, z.B. Blut, das analysiert
wird, durch die Poren der Matrix flieRen kann, wahrend Partikel, wie etwa Erythrocyten, auf der Oberflache ge-
halten werden.

[0030] Die Matrix ist im wesentlichen reflektierend, so dal sie eine diffuse Reflexion ohne die Verwendung
einer Reflexionsriickschicht gibt. Bevorzugt wird wenigstens 25%, bevorzugter wenigstens 50% des einfallen-
den Lichts, das auf die Matrix aufgebracht wird, reflektiert und als diffuse Reflexion emittiert. Eine Matrix von
weniger als 0,5 mm Dicke wird gewdhnlich verwendet, wobei ungeféhr 0,01 bis 0,3 mm bevorzugt sind. Eine
Dicke von 0,1 bis 0,2 mm ist am bevorzugtesten, insbesondere fiir eine Nylonmatrix.

[0031] Typischerweise wird die Matrix an einem Halter angehangt sein, um ihr physikalische Form und Fes-
tigkeit zu verleihen, obwohl dies nicht notwendig sein mul. Eig. 1 zeigt eine Ausfihrungsform der Erfindung,
bei der ein dunnes hydrophiles Matrixkissen 11 an einem Ende eines Plastikhalters 12 mittels eines Klebstoffs
13 positioniert ist, der das Reagenzkissen direkt und fest an den Griff anhangt. Ein Loch 14 befindet sich in
dem Plastikhalter 12 in dem Gebiet, an den das Reagenzkissen 11 angehangt ist, so daf} eine Probe auf eine
Seite des Reagenzkissens aufgebracht und Licht von der anderen Seite reflektiert werden kann.

[0032] Eine zu testende Flissigprobe wird auf ein Kissen 11 aufgetragen. Im allgemeinen wird, wobei Blut ein
Beispiel firr eine zu testende Probe ist, das Reagenzkissen eine Oberflache von ungefahr 10 mm? bis 100 m?
haben, insbesondere 10 mm? bis 50 mm?, was normalerweise einem Volumen entspricht, das 5-10 pl einer
Probe mehr als sattigen werden.

[0033] Diffuse Reflexionsmessungen im Stand der Technik sind typischerweise unter Verwendung einer re-
flektierenden Rickschicht durchgefiihrt worden, die an die Matrix angehangt ist oder hinter diese gebracht ist.
Eine solche Ruckschicht wird wahrend der Ausiibung der vorliegenden Erfindung nicht notwendig oder norma-
lerweise vorhanden sein, weder als Teil des Reagenzelements oder der Reflexionsvorrichtung.

[0034] Wie anhand von Fig. 1 gesehen werden kann, halt der Trager das Reagenzkissen 11, so daf3 eine Pro-
be auf eine Seite des Reagenzkissens aufgetragen werden kann, wahrend eine Lichtreflexion von der Seite
des Reagenzkissens gemessen wird, die der Position gegentiberliegt, auf der Probe aufgebracht wird.

[0035] Fig. 2 zeigt ein System, bei dem das Reagenz auf die Seite mit dem Loch in den darunterliegenden
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Griff aufgetragen wird, wahrend Licht reflektiert und auf der anderen Seite des Reagenzkissens gemessen
wird. Andere Strukturen als die dargestellten kdnnen verwendet werden. Das Kissen kann verschiedene Um-
risse und Formen annehmen, die den Beschrankungen unterliegen, die hierin bereitgestellt sind. Das Kissen
wird auf wenigstens einer Oberflache und gewdhnlich auf zwei Oberflachen zuganglich sein.

[0036] Die hydrophile Schicht (Reagenzelement) kann dem Trager mit jeglichem Ublichen Mittel angehangt
sein, z.B. einem Halter, einer Klammer oder mittels Klebstoffen; jedoch ist sie in dem bevorzugten Verfahren
mit der Riickschicht fest verbunden. Die feste Verbindung kann mit jeglichem nicht-reaktiven Klebstoff erfolgen,
mit einem thermischen Verfahren, bei dem die riickwartige Oberflache geniigend geschmolzen wird, um ein
wenig Material einzufangen, das fiir die hydrophile Schicht verwendet wird, oder durch Mikrowellen- oder Ul-
traschallverbindungsverfahren, die in ahnlicher Weise die hydrophilen Probenkissen mit der Riickschicht ver-
schmelzen. Es ist wichtig, daf3 die Verbindung so ist, dal} sie nicht selbst die diffusen Reflexionsmessungen
oder die zu messende Reaktion wesentlich stéren, obwohl dies unwahrscheinlich stattfindet, da kein Klebstoff
an der Stelle vorhanden sein muf3, an der der MeRBwert abgelesen wird. Zum Beispiel kann ein Klebstoff 13 auf
den dahinter liegenden Streifen 12 aufgetragen werden, gefolgt zuerst vom Stanzen eines Lochs 14 in den
kombinierten Streifen und Klebstoff und dann vom Auftragen eines Reagenzkissens 11 auf den Klebstoff in der
Nahe des Lochs 14, so dal der periphere Teil des Reagenzkissens an den dahinter liegenden Streifen ange-
hangt wird.

Die chemischen Reagenzien

[0037] Jegliches signalerzeugende System kann verwendet werden, das in der Lage ist, mit dem Analyten in
der Probe zu reagieren, um (entweder direkt oder indirekt) eine Verbindung zu erzeugen, die eine charakteris-
tische Absorption bei einer Wellenlange zeigt, die nicht die Wellenlange ist, bei der das Assaymedium im we-
sentlichen absorbiert.

[0038] Polyamid-Matrizen sind besonders ntzlich zum Durchfiihren von Reaktionen, bei denen ein Substrat
(Analyt) mit einem Sauerstoff-verbrauchenden Oxidase-Enzym auf eine solche Weise reagiert, daf3 ein Pro-
dukt erzeugt wird, das weiter mit einem Farbstoff-Intermediat reagiert, um entweder direkt oder indirekt einen
Farbstoff zu bilden, der in einem vorbestimmten Wellenlangenbereich absorbiert. Zum Beispiel kann ein Oxi-
daseenzym ein Substrat oxidieren und Wasserstoffperoxid als ein Reaktionsprodukt erzeugen. Das Wasser-
stoffperoxid kann dann mit einem Farbstoff-Intermediat oder Vorlaufer in einer katalysierten oder nicht-kataly-
sierten Reaktion reagieren, um eine oxidierte Form des Intermediats oder Vorlaufers zu erzeugen. Dieses oxi-
dierte Material kann das farbige Produkt erzeugen oder mit einem zweiten Vorlaufer reagieren, um den end-
gultigen Farbstoff zu bilden.

[0039] Nicht beschrankende Beispiele von Analyten und typischen Reagenzien schlieRen die folgenden Ma-
terialien ein, die in der folgenden Liste gezeigt werden.
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Analyt und Probentyp Reagenzien

Glucose im Blut, Serum, Urin oder anderen | Glucoseoxidase, Peroxidase und ein Sauer-

biologischen Fliissigkeiten, Wein, Fruchtsif- | stoffakzeptor
ten oder anderen farbigen wélirigen Fliissig-
keiten. Vollblut ist ein besonders bevorzugter | Sauerstoffakzeptoren schlieflen ein:
Probentyp. O-Dianisidin (1)

O-Toluidin

O-Tolidin (1)

Benzidin (1)
2,2’-Azinodi-(3-ethylbenzthiazolin-
sulphonsiure-(6)) (1).
3-Methyl-2-benzothiazolinon-hydrazon plus
N,N-Dimethylanilin (1)

Phenol plus 4-Aminophenazon (1)
Sulfoniertes 2,4-Dichlorophenol plus 4-
Aminophenazon (2)
3-Methyl-2-Benzothiazolinonhydrazon plus
3-(Dimethylamino)benzoeséure (3)
2-Methoxy-4-Allylphenol (4)
4-Aminoantipyrin-dimethylanilin (5)

(1) Wie berichtet in Clinical Chemistry, Richterich and Columbo, S. 367 und darin zitierte Literaturangaben.
(2) Analyst, 97, (1972) 142-5.

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

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

(5) Clinica Chemica Acta, 75, (1977) 387-391, die alle hierin durch Bezugnahme aufgenommen werden.

[0040] Jedoch erfordert die vorliegende Erfindung, dall das Reagenz 4-Aminoantipyren und chromotrope
Saure oder 3-Dimethylaminobenzoesaure und 3-Methyl-2-Benzothiazolinonhydrazonhydrochlorid umfaft.

Das Analyseverfahren

[0041] Das Analyseverfahren beruht auf einer Veranderung in der Absorption, gemessen anhand von diffuser
Reflexion, die von der Menge an Analyt abhangt, der in einer zu testenden Probe vorhanden ist. Diese Veran-
derung kann durch Messen der Veranderung in der Absorption der Testprobe zwischen zwei oder mehreren
Zeitpunkten bestimmt werden.

[0042] Der erste Schritt des Assays, der bericksichtige werden muf}, wird die Aufbringung der Probe auf die
Matrix sein. In der Praxis sollte eine Analyse wie folgt durchgefihrt werden:

Als erstes wird eine Probe einer walirigen Flussigkeit genommen, die einen Analyt enthalt. Blut kann z.B. durch
einen Finger-Stecher (,finger stick") erhalten werden. Ein Uberschul? tiber eine Sattigung der Matrix in dem
Gebiet, wo Reflexion gemessen wird (d.h. ungefahr 5-10 Mikroliter) dieser Fliissigkeit wird auf das Reagenz-
element oder die Elemente der Testvorrichtung aufgetragen. Ein zeitgleiches Starten einer Stoppubhr ist nicht
erforderlich (wie es haufig im Stand der Technik erforderlich ist), was unten deutlich werden wird. Eine Gber-
schissige Flissigkeit kann entfernt werden, wie etwa mit leichtem Auftupfen, aber ein solches Entfernen ist
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auch nicht erforderlich. Die Testvorrichtung ist typischerweise in einem Instrument zum Ablesen von Lichtab-
sorption montiert, z.B. Farbintensitat anhand von Reflexion, vor dem Auftragen der Probe. Die Absorption wird
zu bestimmten Zeitpunkten nach Auftragen der Probe gemessen. Die Absorption bezieht sich in dieser Anwen-
dung nicht nur auf das Licht innerhalb des sichtbaren Wellenldngenbereichs, sondern ebenso aufierhalb des
sichtbaren Wellenlangenbereichs, wie etwa Infrarot- und Ultraviolett-Bestrahlung. Aus diesen Absorptionsmes-
sungen kann eine Rate der Farbentwicklung hinsichtlich der Konzentration an Analyt kalibriert werden.

Das Mefinstrument

[0043] Ein geeignetes Instrument, wie etwa ein Diffus-Reflexions-Spektrophotometer mit geeigneter Softwa-
re, kann dazu gebracht werden, Reflexion zu bestimmten Zeitpunkten automatisch abzulesen, die Verande-
rungsrate der Reflexion zu berechnen und unter Verwendung von Kalibrierungsfaktoren die Konzentration an
Analyt in der wal¥rigen Flussigkeit anzuzeigen. Eine solche Vorrichtung wird schematisch in Fig. 2 gezeigt, wo-
bei eine Testvorrichtung der Erfindung, umfassend eine Ruckschicht 12, an der Reagenzkissen 11 fixiert ist,
gezeigt wird. Eine Lichtquelle 5, z.B eine Hochintensitatslicht-emitierende Diode (LED) projeziert einen Licht-
strahl auf das Reagenzkissen. Ein wesentlicher Teil (wenigstens 25%, bevorzugt wenigstens 35% und bevor-
zugter wenigstens 50% in der Abwesenheit von Reaktionsprodukt) dieses Lichts wird diffus von dem Reagenz-
kissen reflektiert und wird vom Lichtdetektor 6 nachgewiesen, z.B. einem Phototransistor, der einen Ausgans-
strom erzeugt, der dem Licht proportional ist, das er empfangt. Die Lichtquelle 5 und/oder Detektor 6 kdnnen
angepasst werden, um ein bestimmtes Wellenlangenlicht zu erzeugen oder darauf zu antworten, wenn er-
wiinscht. Die Ausgabe des Detektor 6 wird zu einem Verstarker 7 geleitet, z.B. von einem linearen integrierten
Schaltkreis, der den Phototransistorstrom in eine Spannung umwandelt. Die Ausgabe des Verstarkers 7 kann
an den Uberwachungs- und -Halteschaltkreis 8 (,track and hold circuit") geleitet werden. Dies ist eine Kombi-
nation eines linearen/digitalen integrierten Schaltkreises, der die Analogspannung vom Verstarker 7 tberwacht
oder verfolgt und bei einem Befehl vom Microprocessor 20 die Spannung auf ihrem Niveau zu dieser Zeit fixiert
oder festhalt. Der Analog-zu-Digital-Umwandler 19 nimmt die Analogspannung vom Uberwachugs- und -Hal-
te-Schaltkreis 8 und wandelt sie z.B. in eine 12-bit-binare Digitalzahl auf einen Befehl des Microprozessor 20.
Microprozessor 20 kann ein digitaler integrierter Schaltkreis sein. Er dient den folgenden Kontrollfunktionen: 1)
Zeitliches Steuern des gesamten Systems; 2) Ablesen des Ausgangs des Analog/Digital-Umwandlers 19; 3)
zusammen mit einem Programm- und Datenspeicher 21, Speichern der Daten, die der Reflexion entsprechen,
die bei spezifizierten Zeitintervallen gemessen werden; 4) Berechnen von Analytenkonzentrationen anhand
der gespeicherten Reflexion; und 5) Ausgeben von Analytenkonzentrationsdaten auf eine Anzeige 22. Der
Speicher 21 kann ein digitaler integrierter Schaltkreis sein, der Daten und das Microprozessor-Betriebspro-
gamm speichert. Die Berichtsvorrichtung 22 kann verschiedene Hartkopie- und Weichkapieformen annehmen.
Gewohnlich ist sie eine visuelle Anzeige, wie etwa eine Flissigkristall- oder LED-Anzeige, aber sie kann eben-
so ein Banddrucker, ein hoérbares Signal oder ahnliches sein. Das Instrument kann ebenso einen
Start-Stopp-Schalter enthalten und kann eine hérbare oder sichtbare Zeitausgabe bereitstellen, um Zeiten zum
Auftragen von Proben, zum Ablesen von Mel3geraten etc. bei Bedarf, anzuzeigen.

Umschalten der Reflexion ("Reflectance Switching")

[0044] Der Reflexionsschaltkreis selbst kann verwendet werden, um die Zeitmessung zu initiieren, indem ein
Abfallen der Reflexion gemessen wird, das auftritt, wenn der walrige Teil der Suspensionslosung, die auf das
Reagenzkissen aufgetragen worden ist (z.B. Blut), zur Oberflache wandert, an der die Reflexion gemessen
wird. Typischerweise wird die MeRvorrichtung in einem ,Bereit"-Modus angeschaltet, bei dem Reflexionswerte
automatisch in engbeabstandeten Intervallen (typischerweise ungefahr 0,2 Sekunden) von dem typischerwei-
se schmutzig-weilRen, im wesentlichen trockenen, nicht-reagiert habenden Reagenzstreifen gemessen wer-
den. Die anfangliche Messung wird typischerweise vor dem Eindringen der zu analysierende Flissigkeit in die
Matrix gemacht, kann aber auch gemacht werden, nachdem die Flussigkeit auf einen Ort auf dem Reagenze-
lement aufgetragen worden ist, der nicht derjenige ist, wo die Reflexion gemessen wird. Der Reflexionswert
wird durch den Mikroprozessor bewertet, typischerweise indem aufeinanderfolgende Werte im Speicher ge-
speichert werden und indem dann jeder Wert mit dem anfanglichen Wert ohne Reaktion verglichen wird. Wenn
die waldrige Losung in die Reagenzmatrix eindringt, signalisiert das Abfallen der Reflexion den Start des Mel3-
zeitintervalls. Verrigerungen in der Reflexion von 5-50% kdnnen verwendet werden, um eine Zeitmessung zu
initiieren, typischerweise ein Abfallen von 10%. Auf diese einfache Weise gibt es eine exakte Synchronisierung
des Zeitpunktes, an dem das Assaymedium die Oberflache erreicht, an der Messungen durchgefuhrt werden,
und der Initiierung der Folge von Ablesevorgangen, ohne dal eine Aktivitat durch den Benutzer erforderlich
ware.

[0045] Obwohl die gesamten Systeme, die in dieser Anmeldung beschrieben sind, insbesondere auf die Ver-
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wendung von Polyamid-Matrizen und insbesondere auf die Verwendung von solchen Matrizen bei der Bestim-
mung der Konzentration von verschiedenen Zuckern, wie etwa Glucose, und anderen Materialien von biologi-
schem Ursprung gerichtet sind, muf’ der Reflexions-Umschalt-Aspekt der Erfindung auf solche Matrizen nicht
beschrankt werden. Zum Beispiel kann die Matrix, die beim Reflexions-Umschalten verwendet wird, von jegli-
chem Wasserunldslichen hydrophilen Material und mit jedem anderen Typ eines Reflexionsassays gebildet
werden.

Besondere Anwendung auf einen Glucose-Assay

[0046] Ein besonderes Beispiel im Hinblick auf den Nachweis von Glucose in der Anwesenheit von roten Blut-
korperchen wird jetzt gegeben werden, damit mehr Einzelheiten und besondere Vorteile betont werden kén-
nen.

[0047] Die Verwendung von Polyamidoberflachen zur Bildung des Reagenzelements stellt eine Anzahl von
wiinschenswerten Eigenschaften bei der vorliegenden Erfindung bereit. Diese sind, daflt das Reagenzelement
hydrophil ist (d.h. in leichter Weise Reagenz und Probe aufnimmt), sich nicht beim NaBwerden deformiert (so
daR es eine flache Oberflache fur die Ermittlung von Reflexionswerten bietet), mit Enzymen kompatibel ist (um
eine gute Lagerungsstabilitat zu verleihen), ein beschranktes Probenvolumen pro Volumeneinheit Membran
aufnimmt (das notwendig ist, um einen ausgedehnten dynamischen Bereich von Messungen zu demonstrie-
ren), und hinreichende NalRfestigkeit zeigt, um eine routinemaRige Herstellung zu ermdglichen.

[0048] In einer typischen Konfiguration wird das Verfahren unter Verwendung einer Vorrichtung durchgefiihrt,
bestehend aus einem Plastikhalter und dem Reagenzelement (die Matrix mit dem darin impragnierten signaler-
zeugenden System). Die bevorzugte Matrix zur Verwendung beim Herstellen des Reagenzelements ist eine
Nylon-Mikrofiltrationsmembran, insbesondere Membranen aus Nylon-66, gegossen auf einem Kern von Poly-
ester-Vlies-Fasern. Zahlreiche Nylon-Mikrofiltrationsmembranen dieser Klasse werden kommerziell durch die
Pall Ultrafine Filtration Corperation mit durchschnittlichen PorengréfRen von 0,1-3.0 Mikron hergestellt. Dies
Materialien zeigen mechanische Festigkeit und Flexibilitdt, Dimensionsstabilitdt beim Aussetzen gegenuber
Wasser und rasche Befeuchtung.

[0049] Viele Variationen hinsichtlich der spezifischen chemischen Struktur des Nylon sind mdglich. Diese
schlieRen nicht-funktionalisiertes Nylon-66 mit geladenen Endgruppen ein (verkauft unter der Marke Ultipore
von Pall Ultrafine Filtration Corporation; ,Pall"). Positive Ladungen herrschen unterhalb von pH 6 vor, wahrend
negative Ladungen oberhalb von pH 6 vorherrschen. In anderen Membranen wird das Nylon funktionalisiert,
bevor die Membran gebildet wird, um Membranen mit unterschiedlichen Eigenschaften zu ergeben. Nylons,
die mit Carboxygruppen funktionalisiert sind, sind tUber einen weiten pH-Bereich negativ geladen (verkauft als
Carboxidyne von Pall). Nylons kénnen ebenso mit einer hohen Dichte an positiv geladenen Gruppen auf ihrer
Oberflache funktionalisiert sein, typischerweise quartaren Amingruppen, so dal} sie eine geringe Variation hin-
sichtlich der Ladung Uber ein weiten pH-Bereich aufweisen (verkauft als Posidyne von Pall). Solche Materialien
sind fur die Ausiibung der vorliegenden Erfindung besonders gut geeignet. Es ist ebenso méglich, Membranen
mit reaktiven funktionellen Gruppen zu verwenden, die fir eine kovalente Iminobilisierung von Proteinen an-
gelegt sind (verkauft als Biodyne Immuno Affinity-Membranen von Pall). Solche Materialien kdnnen verwendet
werden, um Proteine, z.B. Enzyme, die als Reagenzien verwendet werden, kovalent anzuhangen. Obwohl alle
diese Materialien zur Verwendung geeignet sind, bietet Nylon mit einer hohen Dichte an positiv geladenen
Gruppen auf seiner Oberflache die beste Stabilitdit an Reagenzien, bei Formulierung in ein Trockenrea-
genz-Kissen. Nicht-funktionalisiertes Nylon gibt die zweitbeste Stabilitat, wobei die carboxylierten Nylons die
nachstbeste Stabilitat ergeben.

[0050] Winschenswerte Ergebnisse kénnen erhalten werden mit PorengréRen im Bereich von ungefahr
0,2-2,0 pm, bevorzugt ungefahr 0,5-1,2 ym, und am bevorzugtesten ungefahr 0,8 pm, bei Verwendung mit
Vollblut.

[0051] Die Form des Griffs, auf dem das Reagenzelement zusammengesetzt wird, ist relativ bedeutungslos,
solange der Griff den Zugang der auf eine Seite des Reagenzelements und auf die andere Seite des Reagen-
zelements durch einfallendes Licht ermdglicht, dessen Reflexion gemessen wird. Der Griff hilft ebenso beim
Einfihren des Reagenzelements in die Absorptions-messende Vorrichtung, so daf} es mit dem optischen Sys-
tem ausgerichtet wird. Ein Beispiel fur einen geeigneten Griff ist ein Mylar- oder anderer Plastikstreifen, auf
dem ein Transfer-Klebstoff, wie etwa 3 M 465 oder Y9460-Transferklebstoff aufgetragen ist. Ein Loch wird in
das Plastik durch den Transfer-Klebstoff gestanzt. Ein Reagenzelement, typischerweise in der Form eines din-
nen Kissens, entweder enthaltend Reagenzien, oder zu dem spater Reagenzien zugegeben werden, wird
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dann auf den Griff mittels des Transfer-Klebstoffs aufgetragen, so daf es fest an den Griff in dem Gebiet an-
gehangt wird, das das Loch umgibt, das durch den Griff und den Transfer-Klebstoff gestanzt worden ist. Eine
solche Vorrichtung wird in Fig. 1 veranschaulicht, die Reagenzkissen 11 zeigt, angehangt an einen Mylar-Griff
12 mit Hilfe eines Klebstoffs 13. Das Loch 14 ermdglicht den Zugang der Probe oder des einfallenden Lichts
auf eine Seite 15 des Reagenzkissens 11, wahrend der Zugang zu der anderen Seite 16 des Reagenzkissens
nicht beschrankt wird. Alle Dimensionen des Reagenzkissens und des Griffs kdnnen so ausgewahlt werden,
dal das Reagenzkissen sicher in ein Reflexions-ablesendes Instrument in proximaler Lage zu einer Lichtquel-
le und einem Detektor fir reflektiertes Licht hineinpalt.

[0052] Wenn eine Nylon-Matrix zum Bilden des Reagenzkissens gewahlt wird, wenn die angezeigten Dicken
verwendet werden, wird bevorzugt, dal das Reagenzkissen durch den Halter in einer solchen Weise unter-
stutzt wird, da® nicht mehr als 6 mm, in jede Richtung gemessen, nicht von dem Halter an der Stelle getragen
werden, wo die Probe aufgetragen und die Lichtreflexion gemessen wird. GréR3ere, nicht-unterstitzte Gebiete
haben eine Tendenz dazu, der Membran inadaquate Dimensionsstabilitat zu verleihen, so daR die Messung
der Reflexion von der Oberflache nachteilig beeinfluRt wird. Ein Loch 14 mit 5 mm Durchmesser im Reagenz-
streifen, gezeigt in Fig. 1, funktioniert ziemlich zufriedenstellend.

[0053] Es gibt keine besondere Beschrankung im Hinblick auf den minimalen Durchmesser eines solchen
Lochs, obwohl Durchmesser von wenigstens 2 mm aus Griinden der Leichtigkeit der Herstellung, Probenauf-
tragung und Ablesen von Lichtreflexionswerten bevorzugt werden.

[0054] Obwohl eine Anzahl von Farbstoffen als Indikatoren verwendet werden kénnten, wird die Auswahl von
der Natur der Probe abhangen. Es ist nicht notwendig, einen Farbstoff auszuwahlen mit einer Absorption bei
einer Wellenlange, die von der Wellenlange unterschiedlich ist, bei der rote Blutkdrperchen Licht absorbieren,
wobei Vollblut als das Assaymedium fungiert, oder wobei andere Kontaminantien in der Lésung mit anderen
Assaymedien analysiert werden. Das MBTH-DMAB-Farbstoff-Paar (3-Methyl-2-benzothiazolinonhydrazonhy-
drochlorid und 3-Dimethylaminobenzoesaure), obwohl es zuvor als geeignet fiir die Farbentwicklung fir Pero-
xidasemarkierungen in Enzym-Immunassays beschrieben worden ist, ist niemals in einem kommerziellen Glu-
cose-Messreagenz verwendet worden. Dieses Farbstoffpaar ergibt einen gréReren dynamischen Bereich und
zeigt verbesserte enzymatische Stabilitdt im Vergleich mit traditionellen Farbstoffen, die fur die Glucosemes-
sung verwendet werden, wie etwa Benzidin-Derivate. Daruber hinaus ist das MBTH-DMAB-Farbstoffpaar nicht
karzinogen, eine Eigenschaft der meisten Benzidin-Derivate.

[0055] Ein anderes Farbstoffpaar, das bei der Messung von Glucose verwendet werden kann, ist das
AAP-CTA-Paar (4-Aminoantipyren und chromotrope Saure). Obwohl dieses Paar einen nicht so breiten dyna-
mischen Bereich wie MBTH-DMAB bereitstellt, ist es stabil und zur Verwendung bei der Ausiibung der vorlie-
genden Erfindung beim Messen von Glucose geeignet. Wiederum bietet das AAP-CTA-Farbsoffpaar einen
ausgedehnten dynamischen Bereich und gréRere enzymatische Aktivitatsstabilitat als die in gréRerem verwen-
deten Benzidin-Farbstoffe.

[0056] Die Verwendung des MBTH-DMAB-Paars ermdéglicht die Korrektur des Hamatokrit und des Grads der
Sauerstoffbeladung des Bluts mit einem einzelnen Korrekturfaktor. Die haufiger verwendeten Benzidin-Farb-
stoffe erlauben keine solche Korrektur. Der Farbstoff bildet einen Chromophor, der bei ndherungsweise 635
nm absorbiert, aber in keinem signifikanten Ausmalf bei 700 nm. Geringfligige Variationen beim Messen der
Wellenlangen (x ungefahr 10 nm) sind erlaubt. Bei 700 nm kann sowohl der Hamatokrit als auch der Grad der
Sauerstoffbeladung durch Messen der Blutfarbe gemessen werden. Dartber hinaus sind Lichtemittierende Di-
oden (LED) fir sowohl 635 nm — als auch 700 nm Messungen kommerziell erhaltlich, wodurch die Massenpro-
duktion einer Vorrichtung vereinfacht wird. Unter Verwendung der bevorzugten Membran-Porengrofie, die
oben beschrieben ist, und der vorliegende Reagenzformulierung kénnen sowohl Hamatokrit als auch Sauer-
stoffbeladungsverhalten durch Messen bei der einzelnen Wellenlange von 700 nm korrigiert werden.

[0057] Es wurde gefunden, da® zwei zusatzlich Bedingungen eine besondere Stabilitat und lange Lagerungs-
fahigkeit fuir eine Glucoseoxidase/Peroxidase-Formulierung auf einer Polyamidmatrix bieten. Diese verwenden
eine pH im Bereich von 3,8 bis 5,0, bevorzugt ungefahr 3,8 bis 4,3, am bevorzugtesten ungefahr 4,0, und die
Verwendung eines konzentrierten Puffersystems zum Auftragen der Reagenzien auf die Matrix. Es wurde ge-
funden, dal der effektivste Puffer 10 Gewichtsprozent Citratpuffer war, wobei Konzentrationen von 5-15% ef-
fektiv waren. Dies sind Prozentangaben in Gewicht/VVolumen der Lésung, in der die Reagenzien auf die Matrix
aufgetragen werden. Andere Puffer kdnnen auf der selben molaren Basis verwendet werden. Die grofite Sta-
bilitdét wurde unter Verwendung eines niedrigen pH, bevorzugt ungefahr pH 4, einem MBTH-DMAB-Farbstoff-
system und einer hohen Enzymkonzentration von naherungsweise 500-1000 U/ml einer Auftragungslésung
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erzielt.

[0058] Beim Herstellen des MBTH-DMAB-Reagenz und des Enzymsystems, das den Rest des signalerzeu-
genden Systems bildet, ist es nicht notwendig, exakte Volumina und Verhaltnisse beizubehalten, obwohl die
vorgeschlagenen Werte unten gute Ergebnisse ergeben. Die Reagenzien werden von dem Matrixkissen gut
absorbiert, wenn die Glucoseoxidase in einer Ldsung mit ungefahr 27-54%Vol. vorliegt, die Peroxidase in einer
Konzentration von ungefahr 2,7-5,4 mg/ml vorliegt, MBTH in einer Konzentration von ungefahr 4-8 mg/ml vor-
liegt, und DMAB in einer Konzentration von ungefahr 8-16 mg/ml vorliegt. Das DMAB-MBTH-Gewichtsverhalt-
nis wird bevorzugt im Bereich von (1-4):1, bevorzugt ungefahr (1,5-2,5):1, am bevorzugtesten ungefahr 2:1
gehalten.

[0059] Die grundlegenden Herstellungstechniken fiir das Reagenzelement sind nach Etablierung einfach. Die
Membran selbst ist stark und stabil, insbesondere wenn eine Nylon-Membran der bevorzugten Ausflihrungs-
form gewahlt wird. Nur zwei Lésungen sind zum Auftragen des Reagenz notwendig, und diese Ldsungen wer-
den beide in leichter Weise formuliert und sind stabil. Die erstere enthalt im allgemeinen die Farbstoffbestand-
teile, und die zweite enthalt im allgemeinen die Enzyme. Bei Verwendung des MBTH-DMAB-Farbstoffpaars
werden z.B. die einzelnen Farbstoffe in einer walrigen organischen Losung aufgeldst, typischerweise eine
1:1-Mischung von Acetonitril und Wasser. Die Matrix wird in die Lésung eingetaucht, Uberschissige Flissigkeit
wird durch Tupfen entfernt, und die Matrix wird dann getrocknet, typischerweise bei 50-60°C fir 10-20 Minu-
ten. Die Matrix, die die Farbstoffe enthalt, wird dann in eine walrige Ldsung, enthaltend die Enzyme, getaucht.
Eine typische Formulierung wirde die Peroxidase und Glucoseoxidase-Enzyme ebenso wie jeglichen er-
winschten Puffer, Konservierungsmittel, Stabilisator oder ahnliches enthalten. Die Matrix wird dann abgetupft,
um Uberschissige Flissigkeit zu entfernen, und dann wie zuvor getrocknet. Eine typische Formulierung fiir das
Glucosereagenz ist wie folgt:

Farbstoff-Tauchflissigkeit

[0060] Man kombiniere:
40 mg MBTH,

80 mg DMAB,

5 ml Acetonitril, und

5 ml Wasser.

[0061] Man rihre, bis alle Feststoffe aufgeldst sind, und gielde auf ein Glasplatte oder andere flache Oberfla-
che. Man tauche ein Stlick einer Posidyne-Membran (Pall Co.) ein, tupfe Uberschissige Flissigkeit ab und
trockne bei 56°C bei 15 Minuten.

Enzym-Tauchflissigkeit

[0062] Man kombiniere:

6 ml Wasser,

10 mg EDTA, Dinatriumsalz,

200 mg Poly Pep, geringe Viskositat, <Sigma

0,668 g Natriumcitrat

0,523 g Zitronensaure,

2,0 ml 6 Gew.-% Gantrez AN-139, aufgel6st in Wasser, <GAF'
30 mg Meerrettichperoxidase, 100 Einheiten/mg, und

3,0 ml Glucoseoxidase, 2000 Einheiten/ml.

[0063] Man rihre, bis alle Feststoffe aufgeldst sind, und gieRe auf eine Glasplatte oder andere flache Ober-
flache. Man tauche ein Stiick einer Membran ein, die zuvor mit Farbstoffen impragniert worden ist, tupfe tber-
schussige Flussigkeit ab und trockne bei 36°C fir 15 Minuten.

[0064] Die elektronische Vorrichtung, die verwendet wird, um die Reflexionswerte zu ermitteln, enthalt mini-
mal eine Lichtquelle, einen Detektor fiir reflektiertes Licht, einen Verstarker, einen Analog-Digital-Umwandler,
einen Mikroprozessor mit Speicher und Programm, und eine Abbildungsvorrichtung.

[0065] Die Lichtquelle besteht typischerweise aus einer Licht-emittierenden Diode (LED). Obwohl es méglich

ist, eine polychrome Lichtquelle und einen Lichtdetektor zu verwenden, der in der Lage ist, bei zwei verschie-
denen Wellenlangen zu messen, wirde eine bevorzugte Vorrichtung zwei LED-Quellen oder eine einzelne Di-
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ode enthalten, die in der Lage ist, zwei unterschiedliche Licht-Wellenldngen zu emittieren. Kommerziell erhalt-
liche LEDs, die die Lichtwellenlangen erzeugen, die in der vorliegenden Beschreibung als bevorzugt beschrie-
ben werden, schlielen eine Hewlett Packard HLMP-1340 mit einem Emissionsmaximum bei 635 nm und eine
Hewlett Packard QEMT-1045 mit einem engbandigem Emissionsmaximum bei 700 nm ein. Geeignete kom-
merziell erhaltliche Lichtdetektoren schlief’en einen Hammamatsu 5874-18K und einen Litronix BPX-65 ein.

[0066] Obwohl andere Verfahren zum Durchfiihren von Messungen mdglich sind, hat das folgende Verfahren
die erwlinschten Ergebnisse bereitgestellt. MeRwerte werden vom Photodetektor in spezifizierten Intervallen
ermittelt, nachdem die Zeitmessung in Gang gesetzt worden ist. Die 635 nm-LED wird nur wahrend einer kur-
zen Messungszeitspanne mit Energie versorgt, die ndherungsweise 20 Sekunden nach der Startzeit beginnt,
angezeigt durch ein Reflexionsumschalten. Wenn dieser Wert darauf hindeutet, dafl eine hohe Konzentration
an Glucose in der Probe vorliegt, wird ein zweiter MeRBwert ermittelt und bei der endgiltigen Berechnung ver-
wendet, um die Genauigkeit zu verbessern. Typischerweise werden hohe Konzentrationen als bei ungefahr
250 mg/dl angesehen. Der Hintergrund wird korrigiert, wobei ein 700 nm-MeRwert ungefahr 15 Sekunden nach
dem Start der Messungsperiode ermittelt wird. Der Me3wert von dem Photodetektor wird tiber das Intervall in-
tegriert, wahrend die geeignete LED aktiviert wird, was typischerweise weniger als eine Sekunde dauert. Die
rohen ReflexionsmeRwerte werden dann flr Berechnungen verwendet, die vom Mikroprozessor durchgefiihrt
werden, nachdem das Signal amplifiziert und in ein digitales Signal umgewandelt worden ist. Zahlreiche Mikro-
prozessoren konnen verwendet werden, um die Berechnung durchzufihren. Ein AIM65-Mikrocomputer mit
einfachem Board, hergestellt von Rockwell International, hat sich als zufriedenstellend herausgestellit.

[0067] Die offenbarten Verfahren und Vorrichtungen erlauben eine sehr einfache Prozedur mit minimalen Be-
triebsschritten auf der Seite des Benutzers. Bei der Verwendung wird der Reagenzstreifen in den Detektor ge-
bracht, so daf® das Loch in dem Streifen mit der Optik des Nachweissystems ausgerichtet ist. Eine entfernbare
oder ein anderer Deckel wird iber die Optik und den Streifen gebracht, um den Aufbau vor Umgebungslicht zu
schitzen. Die Melsequenz wird dann initiiert durch Driicken eines Knopfs auf der MeRvorrichtung, der den
Mikrocomputer aktiviert, um eine Messung von reflektiertem Licht von dem nicht-reagiert habenden Reagenz-
kissen zu ermitteln, bezeichnet als ein R,,.,-MeRwert. Die Kappe wird dann entfernt, und ein Tropfen Blut wird
auf das Reagenzkissen aufgebracht, typischerweise wahrend das Reagenzkissen mit der Optik und der Able-
sevorrichtung ausgerichtet ist. Es wird bevorzugt, daf3 der Reagenzstreifen in Ausrichtung mit der Optik gelas-
sen wird, um die Handhabung zu minimieren. Das Instrument ist in der Lage, das Auftragen von Blut oder einer
anderen Probe durch eine Abnahme der Reflexion wahrzunehmen, wenn die Probe durch die Matrix lauft und
reflektiertes Licht auf der gegenuberliegenden Seite gemessen wird. Die Abnahme der Reflexion initiiert eine
Zeitmessungssequenz, die im einzelnen an anderen Stellen in dieser Beschreibung beschrieben ist. Der De-
ckel sollte innerhalb von 15 Sekunden des Aufbringens der Probe zurliickgebracht werden, obwohl diese Zeit
in Abhangigkeit von dem Typ der Probe variieren kann, die gemessen wird. Resultate werden typischerweise
ungefahr 30 Sekunden nach dem Auftragen von Blut angezeigt, wenn eine Blutglucoseprobe gemessen wird,
obwohl eine 20-Sekundenreaktion fur Glucoseproben mit einer Konzentration an Glucose von weniger als 250
mg/dl moéglich ist. Wenn andere Proben gemessen werden, kdnnen geeignete Zeiten zum Anzeigen des Er-
gebnisses sich unterscheiden und kénnen in leichter Weise anhand der Eigenschaften des ausgewahlten Re-
agenz/Probe bestimmt werden.

[0068] Eine besonders genaue Bewertung der Glucosekonzentration (oder jeglichen anderen Analyts, der ge-
messen wird) kann unter Verwendung des Hintergrundstroms gemacht werden, d.h. des Stroms von dem Pho-
todetektor bei eingeschalteter Stromversorgung, aber ohne Lichtreflexion vom Reagenzkissen, um eine Hin-
tergrundkorrektur durchzufiihren. Es ist gezeigt worden, daf’ Gber eine 2-3-monatige Periode dieser Wert sich
fur ein individuelles Instrument, das gemaf den bevorzugten Ausfiihrungsformen dieser Beschreibung herge-
stellt worden ist, nicht verandert, und es ist moglich, diesen Hintergrundwert in den Computerspeicher als eine
Konstante zu programmieren. Mit einer geringfligigen Modifizierung der Prozedur kann jedoch dieser Wert mit
jeder Analyse fur genauere Resultate gemessen werden. Bei der modifizierten Prozedur wirde das MelRgeréat
eingeschaltet werden, wobei der Deckel geschlossen ist, bevor der Reagenzstreifen an die Stelle gebracht
wird, und der Hintergrundstrom wiirde gemessen werden. Der Teststreifen wirde dann in das Melgerat bei
geschlossenem Deckel eingefiihrt werden, und ein R,,...-MeRwert wirde ermittelt werden, und die Prozedur
wurde fortgesetzt werden, wie oben beschrieben. Bei dieser modifizierten Prozedur muf3 der Hintergrundstrom
nicht Uber das gesamte Leben des MefRgerats stabil sein, wodurch genauere Resultate ermdglicht werden.

[0069] Die rohen Daten, die zum Berechnen eines Ergebnisses in einem Glucose-Assay notwendig sind, sind
ein Hintergrundstrom, der als Hintergrundreflexion geliefert wird, R, wie oben beschrieben; ein MeRwert des
nicht-reagiert habenden Teststreifens, R, €benfalls oben beschrieben; und eine End-Messung. Unter Ver-
wendung der bevorzugten Ausfuhrungsformen, die hierin beschrieben sind, ist der Endpunkt nicht besonders
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stabil und muf} zeitlich genau von der anfanglichen Auftragung von Blut gemessen werden. Jedoch flihrt das
MeRgerat, wie hierin beschrieben, diese Zeitmessung automatisch durch. Fir Glucosekonzentrationen unter-
halb von 250 mg/dl wird ein geeigneter stabiler Endpunkt in 20 Sekunden erreicht, und eine End-Reflexion,
R,o, wird ermittelt. Fiir Glucosekonzentrationen bis zu 450 mg/dl ist ein 30-Sekunden-Reflexionswert, R,,, ad-
aquat. Obwohl das hierin beschriebene System eine gute Differenzierung bis zu 800 mg/dl an Glucose bietet,
ist die Messung mit einem gewissen Rauschen behaftet und oberhalb von 450 mg/dl ungenau, obwohl nicht in
einem solchen Ausmal, dal dies ein signifikantes Problem verursacht. Langere Reaktionszeiten sollten ge-
eignetere MeRwerte fir die hdheren Glucosekonzentrationen bieten.

[0070] Der 700 nm-Reflexionswert fir die duale Wellenlangenmessung wird typischerweise nach 15 Sekun-
den ermittelt (R,5). Zu diesem Zeitpunkt wird das Blut das Reagenzkissen vollstédndig gesattigt haben. Jenseits
von 15 Sekunden lauft die Farbstoffreaktion weiter und wird zu einem geringen Teil durch einen 700 nm-Me}-
wert wahrgenommen. Entsprechend werden, da Farbstoffabsorption durch das 700 nm-Signal ein Nachteil ist,
MeRwerte jenseits von 15 Sekunden bei den Berechnungen ignoriert.

[0071] Die oben beschriebenen rohen Daten werden verwendet, um Parameter proportional zur Glucosekon-
zentrationen zu berechnen, was leichter sichtbar gemacht werden kann als Reflektionsmessungen. Eine log-
arithmische Transformation der Reflexion analog zur Beziehung zwischen Absorption und Analytkonzentrati-
on, die in der Transmissionsspektroskopie beobachtet wird (Lambert-Beersches Gesetz) kann bei Bedarf ver-
wendet werden. Eine Vereinfachung der Kubelka-Monk-Gleichungen, die spezifisch flir Reflexionsspektrosko-
pie abgeleitet worden sind, haben sich als besonders nutzlich herausgestellt. Bei dieser Ableitung wird K/S mit
der Analytkonzentration in Beziehung gesetzt, wobei K/S durch die Gleichung 1 definiert ist.

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

[0072] R*tist die Reflexion, die zu einer bestimmten Endpunktzeit, t ermittelt wird und ist die absorbierte Frak-
tion des einfallenden Lichtstrahls, beschrieben von Gleichung 2, wobei R, die Endpunktreflexion R, oder R,
ist.

R*t = (Rt - Rb)/(Rtrocken - Rb) (2)

[0073] R*t variiert von O fur kein reflektiertes Licht (R,) bis 1 fur total reflektiertes Licht (R

trocken ) .

[0074] Die Verwendung der Reflexion in den Berechnungen vereinfacht in starker Weise das Design des
MeRgerats, da eine hochstabile Quelle und ein Nachweisschaltkreis nicht mehr notwendig sind, da diese Be-
standteile mit jeder R und R,-Messung Uberwacht werden.

trocken™

[0075] Fur einen einzelnen Wellenlangenmefwert kann K/S bei 20 Sekunden (K/S-20) oder 30 Sekunden
(K/S-30) berechnet werden. Die Kalibrationskurven, die diese Parameter mit YSI-Glucosemessungen (Yellow
Springs Instruments) in Beziehung setzen, kénnen in genauer Weise durch die polynomische Gleichung dritter
Ordnung beschrieben werden, die in Gleichung 3 dargestellt ist.

YSI = a, + a,(K/S) + a,(K/S)* + a,(K/S)* (3)
[0076] Die Koeffizienten fir diese Polynomen sind in Tabelle 1 aufgelistet.

TABELLE 1

Koeffizienten flr die Anpassung eines Polynoms dritter Ordnung an Einzelwellenlangen-Kalibrationskurven.

K/S-20 K/S-30
a, -55,75 -55,25
a 0,1632 0,1334
ay -5,765 x 10° 2,241 x 107
a3 2,58x 108 1,20x 107

[0077] Die einzelne chemische Spezies, die in den bevorzugten Ausfiihrungsformen gemessen wird, ist der
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MBTH-DMAB-Indamin-Farbstoff, und die komplexe Matrix, die analysiert wird, ist Vollblut, das auf einer 0.8 p
Posidyne-Membran verteilt ist. Ein Review-Artikel mit dem Titel ,Application of Near Infra Red Spectrophoto-
metry to the Nondestructive Analysis of Foods: A Review of Experimental Results", CRC Critical Reviews in
Food Science and Nutrition, 18(3) 203-30 (1983), beschreibt die Verwendung von Instrumenten basierend auf
der Messung eines Unterschieds in der optischen Dichte, AOD (A, — A,), wobei ODA, die optische Dichte der
Wellenlénge ist, die dem Absorptionsmaximum eines zu bestimmenden Bestandteils entspricht, und ODA, ist
die optische Dichte bei einer Wellenlange, bei der derselbe Bestandteil nicht signifikant absorbiert.

[0078] Der Algorithmus fiir eine duale Wellenlangenmessung ist notwendigerweise komplexer als fiir eine ein-
zelne Wellenlangenmessung, ist aber viel leistungsstarker. Die Korrektur erster Ordnung, die durch den 700
nm-Wert angebracht wird, ist eine einfache Subtraktion der Hintergrundfarbe aufgrund von Blut. Um diese Kor-
rektur durchzufiihren, kann eine Beziehung zwischen der Absorption bei 635 nm und 700 nm aufgrund der
Blutfarbe bestimmt werden, indem Blutproben mit 0 mg/dl Glucose tber einen gro3en Bereich an Blutfarbe ge-
messen wird, und wurde in der Tat so bestimmt. Der Farbbereich wurde konstruiert, indem der Hamatokrit va-
riiert wurde, und ziemlich lineare Beziehungen wurden beobachtet. Anhand dieser Linien wurde der K/S-15 bei
700 nm normalisiert, um eine Aquivalenz zum K/S-30 bei 635 nm zu ergeben. Diese Beziehung wird in Glei-
chung 4 dargestellt, wo K/S-15n der normalisierte K/S-15 bei 700 nm ist.

K/S-15n = (K/S-15 x 1,54) — 0,133 4)
[0079] Man beachte, daR die Aquivalenz des normalisierten 700 nm-Signals und des 635 nm-Signals nur bei
null Glucose zutrifft. Die Ausdriicke, aus denen die Kalibrationskurven abgeleitet wurden, werden durch Glei-
chungen 5 und 6 definiert.

K/S-20/15 = (K/S-20) — (K/S-15n) (5)
K/S-30/15 = (K/S-30) — (K/S-15n) (6)
[0080] Diese Kurven sind die beste Anpassung mittels polynomischer Gleichungen vierter Ordnung, ahnlich

der Gleichung 3, an die ein Term vierter Ordnung in K/S zugefligt worden ist. Die Computer-Anpassungs-Co-
effizienten fur diese Gleichungen werden in Tabelle 2 aufgelistet.

TABELLE 2

Koeffezienten fiir polynomische Anpassung vierter Ordnung an duale Wellenlangen-Kalibrationskurven

K/S-20/15 K/S-30/15
ap -0,1388 1,099
ay 0,1064 0,05235
a | 6,259x 107 1,229 x 10*
a3 6,12x 10 -5,83x10°
ay 3,21 x 10 1,30 x 107"

[0081] Eine Korrektur zweiter Ordnung, um Fehler aufgrund von Chromatographieeffekten zu eliminieren, ist
ebenso entwickelt worden. Proben mit niedrigem Hamatokrit haben charakteristischerweise niedrige 700
nm-Werte im Vergleich mit Proben mit hdherem Hamatokrit mit demselben 635 nm-Wert. Wenn das Verhaltnis
von (K/S-30)/(K/S-15) gegen K/S-30 Uber einen groRen Bereich an Hamatokritwerten und Glucosekonzentra-
tionen aufgetragen wird, zeigt die resultierende Linie auf dem Graph die Grenze zwischen Proben auf, die
Chromatographieeffekte aufweisen (oberhalb der Kurve), und denjenigen, die dies nicht tun (unterhalb der Kur-
ve). Der K/S-30 fur die Proben oberhalb der Kurve werden durch Erhéhen des MelRwerts korrigiert, dahinge-
hend, dal® er einem Punkt auf der Kurve mit demselben (K/S-30)/(K/S-15) entspricht.

[0082] Die oben berichteten Korrekturfaktoren wurden passend gemacht, um fir ein einzelnes Instrument und

eine beschrankte Anzahl an Reagenzienzubereitungen zu passen. Der Algorithmus kann fur ein einzelnes In-
strument und Reagenz auf dieselbe Weise, die oben beschrieben ist, optimiert werden.
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[0083] Zusammenfassend minimiert die Verwendung der vorliegenden Erfindung in dem oben beschriebenen
System die Handlungen durch den Benutzer und bietet zahlreiche Vorteile gegentber Verfahren zum Ablesen
von Reflexionswerten nach dem Stand der Technik. Im Vergleich mit beispielsweise Verfahren zum Bestimmen
von Glucose im Blut nach dem Stand der Technik gibt es mehrere offensichtliche Vorteile. Als erstes ist die
Menge an Probe, die erforderlich ist, um das diinne Reagenzkissen zu sattigen, klein (typischerweise 5-10 Mi-
kroliter). Zweitens ist die Benutzerzeit, die erforderlich ist, nur diejenige, die notwendig ist, um die Probe auf
die dunne hydrophile Schicht aufzutragen und den Deckel zu schlief3en (typischerweise 4-7 Sekunden). Drit-
tens ist kein zeitgleicher Zeitmessungsstart erforderlich. Viertens kann Vollblut verwendet werden. Das Verfah-
ren erfordert keine Trennung oder Verwendung von Proben ohne rote Blutkérperchen und kann ebenso mit
anderen stark gefarbten Proben verwendet werden.

[0084] Mehrere, nicht unmittelbar einsichtige Vorteile entstehen als ein Ergebnis der Verwendung der vorlie-
genden Erfindung mit Vollblut. Normalerweise werden walrige LOsungen (wie Blut) eine hydrophile Membran
durchdringen, um eine fliissige Schicht auf der gegenuberliegenden Seite der Membran zu ergeben, eine
Oberflache, die dann fiir Reflexionsmessungen nicht geeignet ist. Es ist jedoch entdeckt worden, dal Blut of-
fensichtlich wegen seiner Wechselwirkungen der roten Blutkérperchen und Proteinen im Blut mit der Matrix die
Polyamid-Matrix befeuchten wird, ohne daR ein Uberschuf an Fliissigkeit die porése Matrix durchdringt, um
das Ablesen der Reflexion auf der gegenuberliegenden Seite der Matrix zu stéren.

[0085] Darlberhinaus wirde erwartet, dal® die dinnen Membranen, die in der vorliegenden Erfindung ver-
wendet werden, im nassen Zustand Licht durchlassen und nur ein schwaches Signal an die Reflexions-MeR-
vorrichtung abgeben. Lehren nach dem Stand der Technik haben im allgemeinen darauf hingedeutet, dal eine
reflektierende Schicht hinter der Matrix notwendig ist, um ausreichend Licht zu reflektieren. In anderen Fallen
ist ein weildes Kissen hinter das Reagenzkissen vor der Farbmessung gebracht worden. Im vorliegenden Falle
wird weder eine reflektierende Schicht noch ein weildes Kissen bendtigt. In der Tat wird die Erfindung typischer-
weise mit einer licht-absorbierenden Oberflache hinter dem Reagenzelement durchgefiihrt, wenn einfallendes
Licht auf die Matrix trifft. Die Verwendung einer lichtabsorbierenden Oberflache hinter dem Reagenzelement,
gekoppelt mit der Messung der Reflexion bei zwei unterschiedlichen Wellenldngen, erlaubt es, daf} akzeptable
Reflexionsmessungen durchgefihrt werden, ohne daf} Giberschissige Flussigkeit von der Matrix entfernt wird,
wodurch ein Schritt eliminiert wird, der typischerweise laut friiheren Lehren erforderlich war.

[0086] Die Erfindung wird, nachdem sie nun im allgemeinen beschrieben worden ist, besser verstanden wer-
den durch Bezugnahme auf die folgenden spezifischen Beispiele, die nur zu lllustrationszwecken dargeboten
werden und nicht dahingehend ausgelegt werden sollen, daf sie die Erfindung beschranken, sofern dies nicht
ausdrucklich gesagt wird.

Beispiel |

Reproduzierbarkeit:

[0087] Eine mannliche Blutprobe (JG, Hamatokrit = 45) wurde verwendet, um die Reproduzierbarkeitsdaten
zu sammeln, die in Tabellen 3-5 dargelegt sind.
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TABELLE 3.

Reproduzierbarkeit eines Einzelwellenlangen-MPX-Systems

Durchschnitt (mg/dl) S. D. (mg/dl % CV.
YSI 20 sec. 30 sec. 20 sec. 30 sec. 20 sec. 30 sec.
(mg/dl)
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
101 101 101 3,0 3,3 3,0 3,3
326 326,6 327 13,3 9,8 4,1 3,0
501 503 17,1 3,4
690 675 28 4,15
810 813 37 4,5
TABELLE 4
Reproduzierbarkeit eines Dualen-Wellen-MPX-Systems
Durchschnitt (mg/dl) S. D. (mg/dl % C.V.
YSI 20 sec. 30 sec. 20 sec. 30 sec. 20 sec. 30 sec.
(mg/dl)
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
TABELLE 5

Reproduzierbarkeit einer Offnung mit 3,0 mm Durchmesser

% 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
Durchschnitt 3,9 5,1

[0088] Das Blut wurde in Aliquots aufgeteilt und mit Glucose Uber einen Bereich von 25-800 mg/dl versehen.
Zwanzig Bestimmungen wurden bei jeder Glucosetestkonzentration mit Hilfe von Streifen durchgefuhrt, die zu-
fallsmaRig einer Probe von 500 Streifen entnommen waren (Charge FJ4-49B). Die Resultate dieser Studie fih-
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ren zu den folgenden Schluf3folgerungen:
1. Einfache gg. Duale Wellenlange: Der durchschnittliche C. V. fir das 30-Sekunden-Dual-Ergebnis war
3,7% gg. 4,8% fir das 30-Sekunden Einzelwellenlangen-Ergebnis, eine Verbesserung von 23% Uber einen
Glucosebereich von 25-810 mg/dl. Es gab eine 33%-Verbesserung in C. V. in dem 25-326 mg/dI-Glucose-
bereich. Hier nahm der C. V. von 5,4% auf 3,6% ab, eine signifikante Verbesserung in dem am haufigsten
verwendeten Bereich. Die 20-Sekunden-Dual-Wellenlange-Messung ergab ahnliche Verbesserungen in C.
V. im Vergleich mit der Einzel-Wellenlangen-Messung in dem 25-325 mg/dI-Bereich (Tabellen 3 und 4).
2. Duale Wellenlange, 20- gg. 30-Sekunden-Ergebnis: Die durchschnittliche C. V. fir ein 20-Sekunden-Re-
sultat in dem 25-100 mg/dI-Bereich ist nahezu identisch mit dem 30-Sekunden-Wert, 4,2% gg. 4,1%. Je-
doch hat bei 326 mg/dl der 23-Sekunden-Wert eine C. V. von 2,1%, und das 20-Sekunden-Resultat eine C.
V. von 4,5%. Wie in der K/S-20 Antwortkurve gesehen wurde, beginnt die Steigung oberhalb von 250 mg/dI
scharf abzunehmen. Dies fiihrt zu einer schlechten Reproduzierbarkeit bei Glucosekonzenzentration gro-
Rer als 300 fur das 20-Sekunden-Ergebnis. Aufgrund dieser Reproduzierbarkeitsdaten liegt der Cutoff fir
das 20-Sekunden-Resultat irgendwo zwischen 100 und 326 mg/dl. Ein Cutoff von 250 mg/dl wurde spater
anhand der Ergebnisse der Wiedergewinnungsstudie bestimmt, die in Beispiel Il dargelegt ist.
3. GroRe der Offnung: Eine geringere OffnungsgréRe der Optik, 3,0 mm us. 5-0 min. wurde erforscht. An-
fangliche Experimente unter Verwendung einer 10-Replika, handgetauchten Diskprobe zeigten verbesserte
C. V.s mit der 3,0 mm-Offnung, offensichtlich aufgrund einer leichteren Ausrichtung mit der Systemoptik.
Jedoch betrug bei Verwendung von maschinenhergestellten Rollmembranen die durchschnittliche C. V.
(Tabelle 5) der gréReren Offnung, 4,7 mm, 3,9% us. eine durchschnittliche C. V. fiir die 3,0 mm-Offnung von
5,1%. Diese 30%-Zunahme hinsichtlich der C. V. beruhte wahrscheinlich auf der unebenen Oberflache der
Rollmembrancharge, wie unten diskutiert.

Beispiel Il
Wiedergewinnung:

[0089] Zum Vergleich des vorliegenden Verfahrens (MPX) gegen ein typisches Verfahren nach dem Stand
der Technik unter Verwendung eines Yellow Springs Instrument-Glucoseanalysator, Modell 23A, hergestellt
von Yellow Springs Instrument Co., Yellow Springs, Ohio (YSI), wurde Blut von 36 Spendern getestet. Die
Spender wurden in gleicher Weise in Manner und Frauen aufgeteilt und reichten hinsichtlich des Hamatokrit
von 35-55%. Die Blutproben wurden innerhalb von 30 Stunden des Einsammeln verwendet, wobei Lithium-He-
parin als das Anti-Koagulans verwendet wurde. Jede Blutprobe wurde in Aliquots aufgeteilt und mit Glucose
versehen, um 152 Proben im Bereich von 0-700 mg/dl zu ergeben. Jede Probe wurde in Duplikaten flr insge-
samt 304 Datenpunkte getestet.

[0090] Die Antwortkurven wurden aus diesen Daten konstruiert und Glucosewerte dann anhand der entspre-
chenden Gleichung berechnet (Tabellen 1 und 2).

[0091] Diese MPX-Glucosewerte wurden dann gg. die YSI-Werte aufgetragen, um Streudiagramme zu erhal-
ten (,scatter grams").

[0092] Vergleich der MPX-Systeme: Fir sowohl die 20-Sekunden- und 30-Sekunden-MeRzeiten gibt es sicht-
bar mehr Streuung in den Einzel-Wellenlangen-Streudiagrammen als in den Dual-Wellenldngen-Streudia-
grammen. Die 20-Sekundenwerte werden stark gestreut oberhalb von 250 mg/dl, aber die 30-Sekunden-Mes-
sung hat keine breite Streuung, bis die Glucosekonzentration 2 500 mg/dl ist.

[0093] Diese Streudiagramme wurden durch Bestimmung der Abweichungen von YSI in verschiedenen Glu-
cosebereichen quantifiziert. Die folgenden Resultate wurden ermittelt.
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TABELLE 6

Genauigkeit von MPX anhand von Wiedergewinnungsdaten

MPX- MeBzeit (s) S.D. (mg/dl) C.V. fiir Bereich”

Wellenlénge 0-50 50-250 250-450 450-700
Einfach 20 +5,6 7,2 14,5 -

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

Dual 20 123 5,3 12,8 -

Dual 30 +2,19 5,5 5,8 8,4

Man beachte: Dies sind C. V.s zwischen den Verfahren

a. Das duale Wellenldangensystem ergab C. V.s, diein in

einem Bereich von 30% niedriger als das Ein-
fach-Wellenlangen-System waren.

b. Das Einfach-Wellenldngen-System, von 0-50 mg/dI,
zeigte eine S. D. von +6-7 mg/dl, wahrend die S. D.
fur eine duale Wellenlangenmessung nur 2,2 mg/dl
war.

C. Der Cutoff fur eine 30-Sekunden-MPX-Messung ist
250 mg/dl. Fir den 50-250 mg/dI-Bereich ergaben
sowohl die 20- als auch 30-Sekunden-Messungen
ahnliche C. V.s zwischen den Verfahren (,inter-me-
thod C. V.s") (naherungsweise 7% flr Einfach-Wellen-
lange, 5,5% fur duale Wellenldnge). Jedoch nehmen
in dem 250-450 mg/dI-Bereich die C. V.s zwischen
den Verfahren um mehr als das doppelte fir die
20-Sekunden-MeRwerte auf 14,5% fir die Einfach-
und 12,8% fiir die duale Wellenlange zu.

d. Der 30-Sekundenwert war nicht verwendbar ober-
halb von 450 mg/dl fir sowohl die Einfach- als auch
duale Wellenldngen-Messung (C. V.s von 10.2 und
8,4%).

[0094] Als Schlu¥folgerung, die beiden MPX-Systeme ergaben eine optimal Quantifizierung im 0-450

mg/dI-Bereich.
1. MPX-30 Dual: Dieses duale Wellenlangensystem ergab eine 30-Sekunden-MeRzeit mit einem 95%-Kon-
fidenz-Grenzwert (definiert als die Wahrscheinlichkeit, daf3 eine Messung innerhalb von 2 S. D. des YSI
liegt) von 11,3% (C. V.) fir den Bereich von 50-450 mg/dl (Tabelle 7) und +4,4 mg/dl (S. D.) fir 0-50 mg/dlI.
2. MPX 30/20 Dual: Dieses duale Wellenlangensystem ergab eine 20-Sekunden MeRzeit im 0-250
mg/dl-Bereich und eine 30-Sekunden-Zeit fir den 250-450-Bereich. Die 95%-Konfidenz-Grenzwerte sind
nahezu identisch mit dem MPX-30-Dual-System (Tabelle 7), 11,1% (C. V) fir 50-450 mg/dl und +4,6 mg/dl
(S. D. fur 0-50 mg/dI).
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TABELLE 7

Vergleich der 95%-Konfidenzgrenzwerte fir MPX, GlucoScan Plus und Accu-Chek bG*-Reagenzstreifen

MeBbereich - MPX-Einfach-Wellenlédnge MPX-Dual- Wellenlénge
mg/dl 20s 30s 20s 30s
0-50 11,2mg/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%
50-405 MPX 20/30 Dual Hybrid 11,1%
50-405 MPX 30 Dual 11,3%

* Konfidenz-Grenzwerte flir MPX waren von dem YSI. Die Konfidenz-Grenzwerte fiir GlucoScan Plus und Ac-

cu-Chek bG waren aus der Regessionsgeichung gg. YSI, welche eine Beeinflussung aufgrund geringer Unter-
schiede in der Kalibrierung eliminiert.

BEISPIEL Il
Stabilitat:

[0095] Der Hauptteil der Arbeit im LabormafRstab, der beim Optimieren der Stabilitdt durchgefiihrt wurde, wur-
de unter Verwendung von handgetauchten 0,8 y Posidyne-Membran-Disks durchgefihrt. Die spezifische Farb-
stoff Enzym-Formulierung wurde vorher dargestellt.

1. Raumtemperaturstabilitét: Diese Studie unternahm den Versuch, jegliche Veranderung in Antwort auf
das 0,8 p Posidyne-Membran-Reagenz zu verfolgen, das bei 18-20°C uber einem Kieselgel-Trocknungs-
mittel gelagert wurde. Nach 2,5 Monaten gab es keine bemerkbare Veranderung, gemessen anhand der
Antwort einer Zimmertemperaturprobe gg. die Antwort einer Probe, die bei 5°C gelagert wurde. Jedes
Streudiagramm stellte einen Glucosebereich von 0—-450 mg/dl dar.

2. Stabilitat bei 37°C: Eine 37°C-Stabilitats-Studie, unter Verwendung des selben Reagenz wie die RT-Stu-
die, wurde durchgefiihrt. Die Unterschiede in den Glucosewerten des Reagenz, das einer Temperaturbe-
lastung von 37°C ausgesetzt war, gg. ein RT-Reagenz, fir Streifen, die mit und ohne Klebstoff belastet wur-
den, wurden gegen die Zeit aufgetragen. Obwohl die Daten ein Rauschen aufwiesen, aufgrund der gerin-
gen Reproduzierbarkeit der handgefertigten Streifen, war die Stabilitat fur Streifen hervorragend, unabhén-
gig davon, ob sie mit oder ohne Klebstoff belastet waren.

3. Stabilitat bei 56°C: Acht 5- bis 6-tatige-Stabilitdtsstudien wurden durchgefiihrt unter Verwendung ver-
schiedener Zubereitungen einer ahnlichen Formulierung auf einer Disk-Membran (Tabelle 8). Fur die nied-
rige Glucosetestkonzentration (80 mg/dl) fiel der durchschnittliche Glucosewert bei Belastung um 3,4%, wo-
bei das héchste Abfallen 9,55% war. Bei der hdchsten Testkonzentration (280-320 mg/dl) nahm der Gluco-
se-Mefwert um durchschnittlich 3,4% ab, wobei die grofite Abnahme 10,0% betrug.
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TABELLE 8

Stabilitat von pH = 4,0, 0,8-Posidyne-Disk-Reagenz-Formulierung, belastet fiir 5-6 Tage bei 56°C

%-Unterschied (56°C gg. RT-Probe)

Proben-Nr. YSI (80-100 mg/dl) YST (280-320 mg/dl)
FJ22B -6,25 +5,4

FI27A -4,0 -5,14

FJ28B -2,4 -5,3

FJ30H -9,55 -10,0

Fi31C +4,43 -1,24

FJ36 -3,2 -8,5

FJ48B* -3,0 0,0
GM48A* -3.0 2.5
Durchschnitt von 8 34 -3.4

* Diese beiden Proben enthielten zweimal die normale Konzentration an Enzym und Farbstoff.

[0096] Eine Studie der 56°C-Belastung dieser Membran (iber eine 19-tagige Periode zeigten keinen wesent-
lichen Unterschied fiir Streifen, die mit oder ohne Klebstoff belastet waren. In beiden Fallen war die 19-tagige
Abnahme im Glucosewert < 15% bei niedrigen Testkonzentrationen (80-100) und 300 mg/dl.

[0097] Eine andere 56°C-Studie unter Verwendung von handgetauchten 0,8 p Posidyne-Membran mit zwei-
mal der normalen Konzentration an Enzym und Farbstoff wurde abgeschlossen. Zwei getrennte Zubereitungen
der selben Formulierung wurden hergestellt, und die Stabilitat Giber eine 14-tagige Periode gemessen. Die
durchschnittlichen Resultate der beiden Studien wurden aufgetragen. Die Veranderungen lagen innerhalb von
1+10% Uber die 14-tagige Periode bei sowohl der hohen als auch niedrigen Glucosetestkonzentration. Diese
Daten zeigen, dal diese Formulierung besonders stabil war.

Beispiel VI

Probengréflen:

[0098] Die ProbengréRenerfordernisse fir MPX werden in Tabelle 9 gezeigt.
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TABELLE 9

Effekt der Probengrofie auf die MPX-Messungen

ProbengroBe (ul) Dual-Wellenlidnge- Einfach-Wellenlinge-
Durchschnitt Durchschnitt

niedrige Glucose YSI =56

3 41 50 39 31 40 31 42 30 19 30
4 44 49 49 49 48 41 45 44 45 44
5 54 48 49 51 50 50 49 48 49 49
10 48 48 50 47 48 54 53 56 55 54
20 49 49 49 50 49 55 57 58 60 58
hohe Glucose YSI = 360
3 301 260 276 286 280 274 232 244 260 252
4 383 378 367 341 367 361 356 342 318 344
5 398 402 382 370 388 378 387 366 351 370
10 364 362 378 368 368 356 358 379 369 366
20 375 370 380 378 376 380 382 389 385 384

[0099] Die in der Tabelle berichteten Volumina wurden auf das Reagenzkissen ibertragen, das in Fig. 1 ge-
zeigt wird, unter Verwendung einer Mikropipette. Wenn Blut aus einem Stich in einen Finger auf einen Streifen
aufgetragen wird, kann die gesamte Probe nicht libertragen werden, deshalb stellen die hier berichteten Volu-
mina nicht die gesamte Probengréfle dar, die bendtigt wird, um vom Finger flr die Analyse ausgedriickt zu wer-
den. Eine 3-ul-Probe ist das Minimum, das notwendig ist, um den Reagenzkissenkreis vollstandig abzudecken.
Dies stellt jedoch nicht genligend Probe dar, um das Reagenzkissen vollstandig zu sattigen, und MPX ergibt
niedrige Ergebnisse. Eine 4-ul-Probe sattigt das Reagenzkissen kaum, wahrend eine 5-pl-Probe offensichtlich
angemessen ist. Eine 10-pl-Probe ist ein grof3er glanzender Tropfen, und eine 20-ul-Probe ist ein sehr grofier
Tropfen und wird wahrscheinlich nur dann verwendet, wenn Blut aus einer Pipette zum Probennehmen ver-
wendet wird.

[0100] Bei einer niedrigen Glucosekonzentration hat das Einfach-Wellenlangen-Ergebnis eine gewisse Ab-
hangigkeit von der Probengrofle, die vollstandig eliminiert wird bei Verwendung der Dual-Wellenlangen-Mes-
sung. Obwohl diese Abhangigkeit bei der einfachen Wellenlange als akzeptabel angesehen werden konnte, ist
sie offensichtlich nicht wiinschenswert.

Beispiel V
Reproduzierbarkeit:

[0101] Experimentelle Messungen, die oben beschrieben wurden, wurden immer in Replikaten laufen gelas-
sen, gewdhnlich 2, 3 oder 4 Bestimmungen pro Datenpunkt. Diese Satze haben immer eine enge Ubereinstim-
mung gezeigt sogar bei Proben mit extremen Hamatokritwerten oder extremen Sauerstoffkonzentrationen. C.
V.s lagen deutlich unter 5%. Es scheint deshalb, daf} die Reproduzierbarkeit von sehr gut bis herausragend
reicht.

[0102] Die vorliegende Erfindung stellt viele Vorteile gegenliber Systemen bereit, die gegenwartig kommerzi-
ell erhaltlich sind oder in der Literatur beschrieben worden sind. Die Protokolle sind einfach und erfordern we-
nig technisches Geschick und sind relativ frei von Fehlern durch den Benutzer. Die Assays kdnnen in rascher
Weise durchgefiihrt werden und verwenden billige und relativ harmlose Reagenzien, was eine wichtige Uber-
legung darstellt fir Materialien, die zu Hause verwendet werden. Der Benutzer erhalt Resultate, die zusammen
mit einer Erhaltungstherapie verstanden und verwendet werden kdnnen. Zusatzlich haben die Reagenzien lan-
ge Lagerungshaltbarkeiten, so dafl} die erhaltenen Resultate fiir lange Zeitperioden zuverlassig sein werden.
Die Ausristung ist einfach und zuverlassig und im wesentlichen automatisch.
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[0103] Alle Patente und anderen Publikationen, die in dieser Beschreibung spezifisch identifiziert worden
sind, weisen auf die Geschicklichkeit der Fachleute auf dem Gebiet hin, zu dem diese Erfindung gehbrt.

Patentanspriiche

1. Wischfreier Teststreifen zum Messen von Glucose in einer Probe Vollblut, wobei der Teststreifen zur Ver-
wendung in einem ReflexionsmeRapparat angepaldt ist, der in der Lage ist, die Reflexion (,reflectance") bei
einer ersten und einer zweiten Wellenlange zu messen, wobei der Teststreifen umfal}t:

(a) eine pordse, hydrophile Polyamidmatrix mit einer Probenaufnahmeoberflache auf einer Seite, die angepal’t
ist, die Vollblutprobe aufzunehmen, und einer Testoberflache auf der anderen Seite, von der diffuses reflektier-
tes Licht meRbar, ist, wobei:

die Testoberflache der Probenaufnahmeoberflache gegentiberliegt;

die Matrix in der Abwesenheit einer aufgebrachten Probe im wesentlichen reflektierend ist;

die Matrix Poren einer GroRRe enthalt, die ausreicht, den FluB eines flissigen Teils der Vollblutprobe in die Ma-
trix von der Probenaufnahmeoberflache und durch die Matrix von der Probenaufnahmeoberflache zur Testo-
berflache zu ermoglichen, und

(b) Reagenzmittel in der Matrix zum chemischen Reagieren mit Glucose, um eine Veranderung hinsichtlich der
Reflexion zu erzeugen, die von der Testoberflache beobachtet werden kann, wobei die Veranderung mit der in
der Vollblutprobe vorhandenen Glucosekonzentration in Beziehung steht, wobei:

das Reagenzmittel entweder 4-Aminoantipyren und chromotrope Saure oder 3-Dimethylaminobenzoesaure
und 3-Methyl-2-benzothiazolinonhydrazonhydrochlorid, die beide in der Lage sind, ein Farbstoffprodukt zu er-
zeugen, das Licht absorbiert, um die Reflexion bei der ersten Wellenldnge zu verandern, wobei die Verande-
rung mit der Glucosekonzentration in Beziehung steht, und das kein Licht bei der zweiten Wellenlange absor-
biert, wobei die zweite Wellenlange diejenige ist, bei der Vollblut Licht absorbiert, eine Glucoseoxidase und
eine Peroxidase umfalt.

2. Teststreifen nach Anspruch 1, wobei die Matrix Poren einer Gro3e enthalt, die ausreicht, um rote Blut-
kérperchen herauszufiltern, so dal® eine signifikante Anzahl an roten Blutkorperchen die Testoberflache nicht
erreicht.

3. Teststreifen nach Anspruch 1 oder Anspruch 2, wobei die Matrix eine durchschnittliche Porengrée von
0,2 bis 2,0 ym, bevorzugt von 0,5 bis 1,2 um und am bevorzugtesten von ungefahr 0,8 ym hat.

4. Teststreifen nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei das Reagenzmittel auf die Matrix in einer Lésung
mit einem pH von 3,8 bis 5, bevorzugt 3,8 bis 4,3, am bevorzugtesten ungefahr 4 aufgetragen worden ist.

5. Teststreifen nach Anspruch 4, wobei das Reagenzmittel weiterhin einen Puffer umfal3t, bevorzugt um-
fassend 5 bis 15 Gew.-%, am bevorzugtesten ungefahr 10 Gew.-%, Citratpuffer, zum Aufrechterhalten des pH.

6. Teststreifen nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei die Matrix ein Nylon umfaf3t.

7. Teststreifen nach einem der Anspriche 1 bis 6, wobei die Matrix Nylon umfal3t, das auf ein Kern von
Vlies-Fasern gegossen ist.

8. Teststreifen nach Anspruch 7, wobei die Kernfasern Polyesterfasern sind.

9. Teststreifen nach einem der Anspriiche 1 bis 8, wobei die Matrix eine Membran umfaf3t.

10. Teststreifen nach Anspruch 9, wobei die Membran eine Mikrofiltrationsmembran umfaft.

11. Teststreifen nach einem der Anspriiche 1 bis 10, wobei die Oberflache der Matrix positiv geladen ist.

12. Teststreifen nach einem der Anspriiche 1 bis 11, wobei die Oberflache der Matrix mit quartaren Amin-
gruppen funktionalisiert ist.

13. Teststreifen nach einem der Anspriiche 1 bis 12, wobei die Reflexion der Matrix dergestalt ist, daf3 we-
nigstens 50% des auftreffenden Lichts in der Abwesenheit einer aufgetragenen Probe reflektiert wird.

14. Testreifen nach einem der Anspriiche 1 bis 13, wobei die Matrix eine Dicke von 0,01 mm bis 0,3 mm
hat.
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15. Teststreifen nach einem der Anspriiche 1 bis 14, wobei die erste Wellenlange ungefahr 635 nm betragt.

16. Teststreifen nach einem der Anspriiche 1 bis 15, wobei die zweite Wellenlange ungefahr 700 nm be-
tragt.

17. Teststreifen nach einem der Anspriche 1 bis 16, weiterhin umfassend einen Giriff, der an die pordse
Matrix zum Handhaben des Teststreifens angebracht ist, wobei der Griff den Zugang zu einer Seite der Matrix
durch die Probe und zu der anderen Seite der Matrix durch auftreffendes Licht ermdglicht, dessen Reflexion
gemessen wird, wobei der Griff weiterhin ein Loch zum Auftragen der Vollblutprobe auf die Probeaufnahmeo-
berflache umfalfit.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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