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ES 2275674 T3

DESCRIPCION

Cartucho para medicién automadtica y procedimiento de medida que lo usa.
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un cartucho para medicién automdtica que se usa poniéndolo en un dispositivo
automadtico de medida para determinar automdaticamente un componente contenido en una muestra, y a un procedi-
miento automatico de medida que usa el cartucho para medicion automatica.

Técnica anterior

Hasta ahora, se han desarrollado diversos analizadores para andlisis automaticos de sangre humana. Analizadores
de este tipo difieren en gran medida en los intervalos de concentracidn analizables para diferentes partidas que se han
de analizar (por ejemplo, desde mg/ml hasta pg/ml). Dependiendo de las respectivos partidas que se han de analizar, se
han seleccionado diferentes procedimientos de andlisis (principios de medida) desde, por ejemplo, un procedimiento
de inmunoensayo enzimdtico (EIA), un procedimiento de inmunoensayo de latex (LIA), un procedimiento de inmu-
noensayo turbidimétrico (TIA), y un procedimiento de inmunoensayo de fluorescencia (FIA), un procedimiento de
inmunoensayo enzimdtico quimioluminiscente (CLEIA) en consideracién a la concentracién de las sustancias objeti-
vo. Ademas, hay partidas que se han de analizar para las que se mide una muestra en forma de una solucién sin diluir
tal como estd, y también hay partidas que se han de analizar para las que se necesita dilucién de una muestra antes de
la medicion de la muestra. Recientemente, han llegado a desarrollarse instrumentos que pueden cubrir por si solos una
pluralidad de clases de partidas que se han de analizar y un amplio intervalo de concentraciones.

Sin embargo, en los instrumentos anteriormente mencionados que realizan procedimientos multi-partida por si
solos, aunque se comparten un dispositivo de dispensacion de muestra, un dispositivo de dispensacién de reactivo,
un pocillo de reaccién, etc., se integran en un instrumento Unico varias clases de médulos que corresponden a los
principios de medida, haciendo asi que el instrumento tenga un mecanismo muy complicado y sea de gran tamafio.
El mecanismo complicado conduce particularmente a un aumento en el nimero de piezas en funcionamiento, que
dan como resultado naturalmente un aumento de problemas tales como averias. Asi, el mantenimiento y la inspeccién
diarios, asi como el control de la precisién del instrumento llega a ser una gran carga. Ademads, diferentes principios de
medida requerirdn naturalmente diferentes procedimientos de andlisis para controlar la cantidad de muestra, la clase
de reactivo, la cantidad de reactivo, el estado de agitacion, el estado de separacién de un producto de reaccién y un
exceso de reactivo uno de otro (separacién B/F), el tiempo de reaccion, el procedimiento de medida, etc., dependiendo
de las respectivos partidas que se han de analizar. Es esencialmente imposible para un unico instrumento realizar
de modo concurrente una pluralidad de procedimientos de andlisis; en las circunstancias actuales, el progreso de
procedimientos individuales de andlisis se controla estrictamente de modo que diferentes procedimientos de andlisis
no deberian interferir entre si. Por lo tanto, en el caso de muestras cuyos partidas que han de ser analizadas difieren
entre si se vayan a medir de modo concurrente, se requiere tiempo de espera (estado de espera), lo que conduce a una
disminucién en la capacidad de produccidn, lo cual es una causa de un aumento considerable en el tiempo requerido
para la medicion.

Ademéds, se han de usar de dos a seis clases de reactivos para cada partida que se ha de analizar, en general. Esto
impone al operador una gran carga en la preparacion antes de la medicién.

En resumen, en los instrumentos convencionales, la complejidad de su mecanismo aumenta la carga de su manteni-
miento y del coste de produccién del mismo, asi como del tiempo requerido para medicién y el tiempo y mano de obra
para preparar los reactivos necesarios. Estos llegan a ser grandes problemas particularmente, por ejemplo, en andlisis
de emergencia y en andlisis de diagnéstico inmediato (POCT) que realizan médicos y ayudantes de enfermeria.

Para afrontar tales problemas, se ha propuesto un cartucho del tipo “una prueba-un cartucho” para medicién auto-
matica, lleno con todos los reactivos necesarios para medicién en forma de soluciones (documento JP 11-316226
A). Sin embargo, todavia no se ha propuesto un procedimiento para afrontar diferentes diluciones, que se requeriran
dependiendo de las partidas que han de ser analizados.

Descripcion de la invencién

Los inventores de la presente invencién han descubierto que proporcionando un cartucho con un pocillo de dilucién
para diluir una muestra, y diluyendo una cantidad predeterminada de la muestra hasta una dilucién deseada en el pocillo
de dilucién, se pueden simplificar los mecanismos del instrumento automético de medida, y se previene que aumente
sustancialmente el tiempo requerido para medicién incluso cuando se mide una pluralidad de clases de partidas que se
han de analizar de modo concurrente, consiguiendo asf la presente invencidn.

Segtin un primer aspecto de la presente invencidn, se proporciona un cartucho para uso en la medida de un com-
ponente que se ha de medir contenido en una muestra, que comprende al menos un pocillo de dilucién para diluir
una cantidad predeterminada de una muestra hasta una dilucién deseada; y un pocillo de reaccién en el que el com-
ponente que se ha de medir contenido en la muestra y una sustancia que reacciona especificamente con el mismo se
hacen reaccionar, en el que una solucién de dilucién esta contenida en el pocillo de dilucién en una cantidad suficiente
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para obtener la dilucién deseada, dependiendo de la clase de componente que se ha de medir, cuando la cantidad
predeterminada de la muestra se dispensa en el pocillo de dilucién por una operacién uniforme.

En algunas realizaciones, dos o mds lineas de grupos de pocillos se disponen en paralelo, comprendiendo cada
grupo de pocillos un pocillo de dilucién y un pocillo de reaccién.

En realizaciones adicionales, un cartucho tiene un pocillo que contiene reactivo para contener un reactivo necesario
para la medicion, un pocillo de dispensacién de muestra para dispensar una muestra, un pocillo de lavado para realizar
el lavado del producto de reaccién, y/o un pocillo de medida para realizar la medicién del producto de reaccién.

En més realizaciones adicionales, se puede usar un cartucho en medicién en combinacién con otro cartucho lleno
con un reactivo y/o una solucién que es o son necesarios para medicién del componente que se ha de medir contenido
en la muestra.

En otras realizaciones adicionales, todos los reactivos y/o las soluciones que son necesarios para la medicion de
los componentes que se han de medir contenidos en la muestra estan cerrados.

Para ciertos componentes que se han de medir, la reaccién entre el componente que se ha de medir y la sustancia
que reacciona especificamente con el mismo es una reaccién inmunolégica.

Para esos componentes, puede ser deseable que la reaccién inmunoldgica sea una reaccion en la que el componente
que se ha de medir en la muestra y la sustancia que reacciona inmunoldgicamente especificamente con el mismo se
dejen reaccionar para que formen un primer inmunocomplejo, y el primer inmunocomplejo y un marcador que reac-
ciona inmunolégicamente especificamente con el mismo se dejen reaccionar para que formen un segundo complejo
inmunolégico.

Segtin un segundo aspecto de la invencién, se proporciona un procedimiento de medida para un componente que
se ha de medir contenido en una muestra, que comprende las etapas de: proporcionar un cartucho como se define en
las reivindicaciones 1 a 5; dispensar la cantidad predeterminada de la muestra en el pocillo de dilucién, de modo que
se diluya la muestra a la dilucién deseada en el cartucho; hacer reaccionar el componente que se ha de medir en la
muestra diluida con una sustancia que reacciona especificamente con el mismo; y medir una cantidad de un producto
de reaccion.

En ciertas realizaciones, se mide de modo concurrente una pluralidad de diferentes clases de componentes que
se han de medir usando un cartucho que tiene dos o més lineas de grupos de pocillos comprendiendo cada grupo de
pocillos un pocillo de dilucién y un pocillo de reaccién, o usando una pluralidad de cartuchos.

En realizaciones adicionales, la medicion se realiza usando el cartucho de la presente invencién y otro cartucho
lleno con un reactivo y/o una solucién necesarios para la medicién del componente que se ha de medir contenido en
una muestra.

En otras realizaciones adicionales, la reaccién entre el componente que se ha de medir y la sustancia que reacciona
especificamente con el mismo es una reaccién inmunoldgica.

En maés realizaciones adicionales, la reaccién inmunoldgica es una reaccion en la que el componente que se ha de
medir en la muestra y la sustancia que reacciona inmunolégicamente especificamente con el mismo se dejan reaccionar
para que se forme un primer inmunocomplejo, y el primer inmunocomplejo y un marcador que reacciona inmunold-
gicamente especificamente con el mismo se dejan reaccionar para que se forme un segundo complejo inmunolégico,
y en la que se mide la cantidad de marcador en el segundo inmunocomplejo formado por la reaccién.

Segtin un tercer aspecto de la presente invencion, se proporciona un instrumento de medida que comprende al
menos una seccién de alojamiento de cartucho para alojar el cartucho segtin se define en cualquiera de las reivindica-
ciones 1 a 5; una seccién de dispensacion para dispensar un reactivo y/o una muestra al cartucho alojado en la seccién
de alojamiento de cartucho por una operacién uniforme, y una seccién de medida para medir un producto de reaccién
en el cartucho alojado en la seccién de alojamiento de cartucho.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 es un diagrama de un cartucho segun el Ejemplo 1. Los simbolos en la figura son como sigue. 1 denota un
pocillo de dispensacién de muestra; 2, un pocillo de dilucién 1; 3, un pocillo de dilucién 2; 4, un pocillo que contiene
particulas magnéticas (pocillo de reaccién 1); 5, un pocillo de lavado 1; 6, un pocillo que contiene anticuerpo marcado
(pocillo de reaccién 2); 7, un pocillo de lavado 2; y 8, un pocillo fotométrico.

La Fig. 2 es un diagrama de un cartucho segin el Ejemplo 2 e ilustracion de las condiciones de funcionamiento
del mismo. La operacién de llenado de reactivos se describe encima del cartucho, y la operacién de dilucion de
una muestra y reaccion se describe debajo del cartucho. Los simbolos en la figura son como sigue. DS1 denota un
pocillo que contiene solucién de dilucién 1; DS2, un pocillo que contiene solucién de dilucidon 2; WS, un pocillo
que contiene solucién de lavado; MP, un pocillo que contiene particulas magnéticas; LA, un pocillo que contiene
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anticuerpo marcado; AMPPD, un pocillo que contiene AMPPD; SD, un pocillo de dispensacién de muestra; D1, un
pocillo de dilucién 1; D2, un pocillo de dilucién 2; D3, un pocillo de dilucién 3; R1, un pocillo de reaccién 1; W1,
un pocillo de lavado 1; R2, un pocillo de reaccién 2; W2, un pocillo de lavado 2; LM, un pocillo fotométrico; y M.P,,
particulas magnéticas.

Descripcion detallada

Los términos que se usan en este documento tienen los siguientes significados a menos que se indique especifica-
mente lo contrario.

El cartucho de la presente invencidn se usa cuando se mide un componente que se ha de medir contenido en una
muestra, y habitualmente se usa de modo que se ha de instalar en un instrumento automatico de medida.

La medicién anteriormente mencionada se realiza habitualmente por el procedimiento para medir un componente
que se ha de medir segiin la presente invencion, procedimiento que comprende las etapas de dispensar una muestra
que contiene un componente que se ha de medir, diluir la muestra, hacer reaccionar el componente que se ha de medir
contenido en la muestra con una sustancia que reacciona especificamente con el mismo, y medir la cantidad de un
producto de reaccion.

El componente que se ha de medir no esta limitado particularmente y se puede usar cualquier componente siempre
que exista una sustancia que reaccione especificamente con el componente. Ejemplos de combinacién de un com-
ponente que se ha de medir y una sustancia que reacciona especificamente con el mismo incluyen un antigeno y un
anticuerpo, un anticuerpo y un antigeno, una enzima y un sustrato, una cadena de aziicar y una lecitina, etc. Asi, en la
presente invencion, la expresion “reacciona especificamente o reaccionar especificamente” quiere dar a entender unién
bioquimica especifica. El componente que se ha de medir o la sustancia que reacciona especificamente con el mismo
puede ser una sustancia cuya naturaleza quimica cambiard entre antes y después de la unién, tal como sustratos.

La muestra puede ser cualquier muestra con tal que contenga un componente que se ha de medir o tenga posibilidad
de contenerlo. Ejemplos de las mismas pueden incluir sangre, suero, plasma y orina.

Las condiciones, por ejemplo, de la etapa de hacer reaccionar el componente que se ha de medir y la sustancia que
reacciona especificamente con el mismo, y de la etapa de medir la cantidad de producto de reaccidn, etc. se pueden
seleccionar apropiadamente dependiendo de la combinacién del componente que se ha de medir y la sustancia que
reacciona especificamente con el mismo. Por ejemplo, la reaccién entre una enzima y un sustrato y la medicién de la
cantidad de producto de reaccién se pueden realizar mezclando la enzima con el sustrato para permitir que la enzima
actie sobre el sustrato y midiendo la cantidad de producto de reaccién (producto de descomposicion del sustrato). La
reaccién entre un anticuerpo y un antigeno y la medicién de la cantidad de producto de reaccidon se pueden realizar
mezclando el anticuerpo o el antigeno con un vehiculo en fase sélida que tiene unido al mismo un correspondiente
antigeno o anticuerpo y un marcador para formar un producto de reaccién (inmunocomplejo), lavando el producto de
reaccion para retirar el anticuerpo o antigeno sin usar y el marcador sin usar del inmunocomplejo (separacién B/F),
y midiendo la cantidad de marcador unido a la fase sélida por la formacién del inmunocomplejo. Asi, en la presente
invencidn, la expresion “medir la cantidad de un producto de reaccién” abarca no sélo medir directamente la cantidad
del producto de reacciéon mismo sino también medir la cantidad de una sustancia relacionada cuantitativamente con la
cantidad del producto de reaccién. A partir de la cantidad asi medida del producto de reaccion, se puede calcular la
cantidad del componente que se ha de medir en la muestra.

El cartucho de la presente invencion se caracteriza porque comprende al menos un pocillo de dilucién para diluir
una cantidad predeterminada de la muestra a una dilucién deseada y un pocillo de reaccién para hacer reaccionar un
componente que se ha de medir en la muestra con una sustancia que reacciona especificamente con el componente.

Como se ha mencionado anteriormente, la diluciéon de una muestra puede diferir dependiendo del componente
que se ha de medir (partida que se ha de analizar). Sin embargo, cuando se usa el cartucho de la presente invencion,
s6lo se necesita dispensar una cantidad predeterminada de una muestra en la operacién de medida sin tener en cuenta
cual pueda ser la partida que se ha de analizar, puesto que el cartucho estd provisto de un pocillo de dilucién para
diluir una cantidad predeterminada de la muestra a una dilucién deseada. Esto reduce los esfuerzos requeridos por el
operador para confirmar la cantidad que se dispensa. Ademas, esto reduce considerablemente la posibilidad de fallo
de la medicién debido a un error en la cantidad que se dispensa. En un instrumento automatico de medida que usa el
cartucho de la presente invencion incorpordndolo al mismo, el mecanismo de cambio de cantidad que se dispensa de
una muestra que depende de la partida que se ha de analizar ya no llega a ser necesario, de modo que el mecanismo
se puede simplificar. En el caso en que se realice dilucién de muestra a una dilucién elevada, se prefiere que se
proporcionen en el cartucho dos o més pocillos de dilucién y se realicen diluciones en dos escalones o mas.

Como se ha indicado anteriormente, el cartucho de la presente invencién incluye aquel que es capaz de manejar
diferentes condiciones para analizar por medio de una operacién uniforme y adicionalmente aquel que estd provisto de
dos o mds lineas de grupos de pocillos, requeridas para la medicion de componentes que se han de medir, dispuestas
en paralelo. Alternativamente, se pueden realizar de modo concurrente mediciones de una pluralidad de clases de
diferentes componentes que se han de medir usando una pluralizad de cartuchos. Por lo tanto, cuando se usa el cartucho
de la presente invencidn, ni aumentara considerablemente el tiempo requerido para la medicién incluso en el caso de
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mediciones de una pluralidad de clases de diferentes componentes que se han de medir, ni se cambiara el mecanismo
del instrumento automadtico de medicién que se ha de usar.

La dilucién de una muestra y la solucién de dilucién que se ha de llenar en el pocillo de dilucién se pueden
seleccionar apropiadamente dependiendo, por ejemplo, de las clases de muestra, componentes que se han de medir, y
sustancias que reaccionan especificamente con los componentes que se han de medir. La solucién de dilucién puede
contener un reactivo necesario para tratamiento previo de la muestra. Si lo contiene, la dilucién y el tratamiento previo
se realizan de modo concurrente en el pocillo de dilucién.

El cartucho de la presente invencién puede tener un pocillo que contiene reactivo para contener un reactivo nece-
sario para la medicidn del componente que se ha de medir contenido en la muestra. El pocillo que contiene reactivo
también puede servir como pocillo de reaccion. En otras palabras, una porcién del reactivo que participa en la reaccién
puede estar contenida en un pocillo de reaccién. El reactivo que se ha de contener en el pocillo que contiene reactivo o
en el pocillo de reaccién puede incluir una especie o una pluralidad de especies siempre que los reactivos contenidos
no reaccionen entre si. El reactivo que se ha de contener puede ser liquido (por ejemplo, solucién o suspensién), o
solido siempre que se pueda disolver o suspender en la solucién que se ha de inyectar en el pocillo.

Se prefiere que el cartucho de la presente invencién tenga adicionalmente un pocillo de dispensaciéon de muestra
para dispensar una muestra. Con esta construccién, se puede afiadir una cantidad predeterminada de la muestra por
medio de un proceso uniforme al pocillo de dilucién desde el pocillo de dispensacion de muestra al que se ha dispen-
sado la muestra. Ademds, cuando se dispensa una muestra al cartucho desde un recipiente en el que se ha recogido
la muestra, se hace innecesario el control estricto de la cantidad de muestra y la operacién llega a ser facil para el
operador. Ademads, en el instrumento automadtico de medida en el que se instala el cartucho de la presente invencion,
es innecesario proporcionar un mecanismo adicional tal como un mecanismo de cuantificar y dispensar directamente
la muestra desde un recipiente maestro de muestra fuera del cartucho para dispensar una cantidad predeterminada de
la muestra, de modo que el mecanismo se puede simplificar.

El cartucho de la presente invencién también puede tener un pocillo de medida para medir la cantidad de un
producto de reaccién. Por ejemplo, se puede proporcionar un pocillo fotométrico para medicién 6ptica. Aqui, en el
caso en que se desee una condicién de medicién especial, por ejemplo, el caso en el que la medicién se tenga que
realizar bajo condiciones oscuras, el pocillo de medida se puede proporcionar en un cartucho separado o en una forma
separable.

La forma y tamafo del cartucho de la presente invencién no estdn particularmente limitados. Sin embargo, para
facil manejo por el operador, el cartucho es preferiblemente, por ejemplo, de forma de barco en la que se disponen
linealmente un pocillo que contiene reactivo, un pocillo de dispensacion de muestra, un pocillo de dilucién, un pocillo
de reaccién y/o un pocillo de medida. Se puede usar una pluralidad de pocillos para cada tipo de pocillo. Ademas,
para la medicién de una pluralidad de clases de partidas que se han de analizar, se puede usar el cartucho de la
presente invencién que tenga dos o mds lineas de grupos de pocillos necesarios dispuestos en paralelo como se ha
descrito anteriormente. El material del cartucho de la presente invencién no se limita particularmente pero se prefiere
un material transparente puesto que es posible la medicion Optica a través de la pared del cartucho.

En el cartucho de la presente invencion, la reaccidn entre el componente que se ha de medir y la sustancia que
reacciona especificamente con el mismo es preferiblemente una reaccién inmunolégica. Esto es, se prefiere que el
componente que se ha de medir y la sustancia que reacciona especificamente con el mismo sean un anticuerpo y un
antigeno.

La reaccién inmunolégica es preferiblemente aquella en la que un componente que se ha de medir en una muestra
se hace reaccionar con una sustancia que reacciona especificamente con el mismo para formar un primer inmuno-
complejo y luego el primer inmunocomplejo se hace reaccionar con un marcador que reacciona inmunoldgicamente
especificamente con el mismo para formar un segundo inmunocomplejo. En este caso, el cartucho de la presente in-
vencion tiene preferiblemente un pocillo de reaccién para formar el primer inmunocomplejo y un pocillo de reaccién
para formar el segundo inmunocomplejo. Més preferiblemente, el cartucho de la presente invencion tiene pocillos de
lavado para separacion B/F correspondientes a los pocillos de reaccidn respectivos. Los pocillos de lavado se pueden
llenar con una solucién de lavado con antelacion o se pueden llenar por dispensacion, por ejemplo, desde otro cartucho
o botella.

El reactivo y/o la solucién necesarios para la medicién del componente que se ha de medir contenido en una
muestra, usados en la presente invencion, se pueden llenar en otro cartucho con antelacién y el cartucho se puede usar
en combinacion con el cartucho de la presente invencidn en la realizaciéon de la medicién. Por ejemplo, la medicién
se puede realizar llenando una solucién de dilucién de una muestra, una sustancia y un marcador que reacciona
especificamente con el componente que se ha de medir en la muestra, y una solucién de lavado, etc. para lavar el
inmunocomplejo resultante en otro cartucho con antelacién, y dispensando el reactivo y/o la solucién al cartucho de
la presente invencién por una operacién uniforme. Por medio de un procedimiento de este tipo, el mecanismo del
instrumento se puede simplificar y la estructura del cartucho de la presente invencién se puede simplificar y hacer
mas pequeflo. Ademads, llega a ser facil resolver el problema de la estabilidad en el almacenamiento del reactivo y/o la
solucién que se han de usar. Evidentemente, es posible llenar los reactivos y/o soluciones necesarias para la medicién
tanto en el cartucho de la invencién como en otro cartucho y usarlos en combinacién.
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Todos los reactivos y/o las soluciones necesarias para la medicién del componente que se ha de medir contenido
en una muestra se pueden llenar en el cartucho de la presente invencion. Se prefiere que todos los reactivos necesarios,
por ejemplo, una solucién de dilucién de una muestra, una sustancia y un marcador que reaccionan especificamente
con el componente que se ha de medir en la muestra, y una solucién de lavado, etc. para lavar el inmunocomplejo
resultante se llenen con antelacion en el cartucho de la presente invencién. Haciéndolo asi, el uso de un cartucho para
un componente que se ha de medir facilita el manejo de todos los casos, de modo que se pueden ahorrar reactivos
y residuos. El suministro de agua o la descarga de agua llegan a ser innecesarios, lo que conduce a simplificacién
adicional del instrumento de medida y a reduccién del tiempo requerido para la medicién.

Se prefiere que el cartucho de la presente invencién, cuando se llena, por ejemplo, con reactivos y/o soluciones,
y similares tales como una solucién de dilucién, un marcador, una solucién de lavado, y similares con antelacion,
se cierre preferiblemente con una hoja de aluminio estratificada, una pelicula de plastico o similar sobre la parte
superior para prevenir la contaminacién con materia extrafia y evaporacion/deterioro de los reactivos. Se prefieren
particularmente los cierres de hoja de aluminio estratificada puesto que se pueden abrir automaticamente con facilidad
por un mecanismo de perforacién en el instrumento automético de medida. En el caso en que el (los) reactivo(s) y/o
solucién(es) y similares se llenen en otro cartucho y la medicidn se realice usando el cartucho en combinacién, también
se prefiere que el cartucho se cierre.

Sobre el cartucho de la presente invencion, se puede fijar por impresion, aplicacién o similares, un cédigo de
barras que codifica informacién sobre la muestra, informacién sobre las partidas que se han de analizar, informacién
sobre el control del reactivo, etc. La fijacién de un cédigo de barras de este tipo sobre el cartucho hace posible lo
siguiente: cuando se usa un instrumento automadtico de medida que reconoce el cédigo de barras sobre el cartucho
y automdticamente selecciona un partida para analizar, el operador puede medir ficilmente y eficazmente cualquier
partida o partidas que se han de analizar usando un unico instrumento automadtico de medida meramente seleccionando
un cartucho o unos cartuchos apropiados. Esto también elimina la necesidad de realizar una operacién de hoja de
trabajo que ha sido una causa importante de ubicacidn errénea de partidas que se han de analizar cuando se ha realizado
en instrumentos automaticos de medida convencionales comunes y facilita la realizacién de medicién de una pluralidad
de clases de partidas que se han de analizar sin fallo y con comodidad. Ademads, el almacenamiento y control de
reactivos llega a ser facil.

En el procedimiento de medida de la presente invencidn, en el caso en que la muestra contenga una pluralidad
de clases de componentes que se han de medir, se prefiere medir de modo concurrente la pluralidad de clases de
diferentes componentes que se han de medir usando una pluralidad de cartuchos o un cartucho en el que dos o mads
lineas de grupos de pocillos se disponen en paralelo. En un caso de este tipo, se prefiere que se haga uso de un
instrumento automatico de medida que sea capaz de medir de modo concurrente una pluralidad de partidas que se
han de analizar en paralelo y en el que se pueda instalar una pluralidad de cartuchos de la presente invencion, o un
instrumento automdtico de medida en el que se pueda instalar el cartucho de la presente invencion que tiene pocillos
que corresponden a una pluralidad de partidas que se han de analizar (dos o mds lineas de grupos de pocillos que se
disponen en paralelo).

En el instrumento automadtico en el que se instalan el cartucho o cartuchos de la presente invencién cuando estan
en uso, se pueden usar medios conocidos, respectivamente, como medios para aspirar una cantidad predeterminada
de un liquido de un pocillo y dispensarla a otro pocillo, medios para mezclar el contenido en el pocillo, medios para
realizar separaciéon B/F, medios para medir la cantidad de un producto de reacciéon o de un marcador, medios para
calcular la cantidad del componente que se ha de medir desde el resultado de la medicién de la cantidad de producto
de reaccién o del marcador, medios para controlar la temperatura de un cartucho, medios para reconocer un cédigo de
barras, medios para realizar de modo concurrente medicién de una pluralidad de cartuchos, y asi sucesivamente.

De aqui en adelante, la presente invencidn se ilustrard con referencia a un inmunoensayo, més particularmente,
inmunoensayo enzimatico quimioluminiscente (CLEIA), segtin un ejemplo de un aspecto preferido.

Un cartucho segiin un aspecto preferido es un cartucho para medicién automadtica que se ha de usar de modo que se
instale en un instrumento automatico de medida que cuantifique automaticamente un componente que se ha de medir
en una muestra. Este cartucho tiene un pocillo de reaccién para hacer reaccionar el componente que se ha de medir con
la sustancia que reacciona inmunolégicamente especificamente con el mismo, una pluralidad de pocillos que contienen
reactivo para llenar con reactivos que se han de usar, respectivamente, en la reaccion, un pocillo de dispensacion de
muestra para dispensar una muestra, un pocillo de dilucién para diluir la muestra, un pocillo de lavado para realizar
separacién B/F, y/o un pocillo fotométrico. Como se ha descrito anteriormente, el pocillo que contiene reactivo también
puede servir como pocillo de reaccidn. Preferiblemente estos pocillos se usan como sigue. El pocillo de dilucién se
llena con una solucién de dilucién en una cantidad suficiente para diluir una cantidad predeterminada de la muestra a
una dilucién deseada. Se llena una pluralidad de pocillos que contienen reactivo individualmente con un vehiculo en
fase sélida para llevar a cabo la reaccién inmunoldgica especifica, un antigeno o anticuerpo marcado, un reactivo para
realizar la medicién de la cantidad del marcador, etc. El pocillo de lavado se llena con una solucién de lavado para
lavar los inmunocomplejos.

En el pocillo del cartucho que contiene reactivo, por ejemplo, se coloca un vehiculo sélido (fase sélida sensibili-
zada) que tiene unido al mismo un antigeno o anticuerpo, de modo que el pocillo puede servir también como pocillo
de reaccion. El vehiculo en fase sélida puede incluir granulos de poliestireno, particulas magnéticas y similares que se
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han usado convencionalmente en inmunoensayo. Ademads, también es posible que no se afiada vehiculo en fase s6lida
al pocillo, sino que se use un anticuerpo o un antigeno de modo que se inmovilice en la pared interior del pocillo.

El inmunoensayo que se ha de usar en la presente invencion es preferiblemente un inmunoensayo enzimatico
quimioluminiscente (CLEIA) que es ventajoso con respecto a la sensibilidad. El vehiculo en fase sélida comprende
preferiblemente particulas magnéticas cuya separacion B/F se puede realizar fiacilmente por medio de un iman. La
separacion B/F se puede realizar por aplicacion de un campo magnético al cartucho desde fuera del mismo por medio
del uso de un iman permanente, un electroiman o similares. También, como se describe en el documento JP 11-262678
A, se puede realizar la aplicacion de un campo magnético utilizando un imén provisto en los lados de aspiracién y
dispensacién de la punta de pipeta, etc., del dispensador.

Los otros pocillos que contienen reactivos también pueden servir como pocillo de reaccién afiadiendo a los mis-
mos un antigeno o un anticuerpo marcado. Por ejemplo, ejemplos del marcador incluyen radiois6topos de enzimas,
sustancias colorantes, sustancias fluorescentes, y sustancias liminiscentes, diversas particulas coloreadas. En el in-
munoensayo enzimdtico quimioluminiscente (CLEIA), se usan preferiblemente enzimas. Ejemplos de una enzima
marcadora de este tipo incluyen fosfatasa alcalina, peroxidasa, galactosidasa, y glucooxidasa. Como sustratos para las
enzimas marcadoras, se usan adecuadamente los sustratos que corresponden a las respectivas enzimas. Por ejemplo, se
puede usar adamantil metoxifenil fosforil dioxetano (AMPPD) para fosfatasa alcalina, se puede usar luminol/per6xido
para peroxidasa, y se puede usar adamantil metoxifenil-3-D-galactosildioxetano (AMPGD) para galactosidasa.

Una cantidad predeterminada de solucién de dilucidn para cada partida para analizar se llena con antelacién en
el pocillo de dilucién. Por ejemplo, en el caso en que se han de analizar dos partidas diferentes, esto es, se han de
medir anticuerpo del virus de hepatitis C (VHC) y antigeno HBs (HBsAg), ubicando idénticamente la cantidad de
muestra, la cantidad de solucién de reactivo del vehiculo en fase sé6lida, la cantidad de solucién de reactivo de antigeno
o anticuerpo marcado, la cantidad de solucién de lavado, y las condiciones de medida para marcadores, etc. para las
dos partidas y usando un cartucho con las cantidades de la solucién de dilucién llenas en los pocillos de dilucién que
son diferentes para las dos partidas en un instrumento automatico de medida provisto con dos 0 mas mecanismos para
realizar una serie de procedimientos de inmunorreaccion en paralelo facilita el procesamiento concurrente de las dos
partidas por la misma etapa de andlisis.

En el caso en que se haya de realizar una alta dilucién de una muestra, se prefiere que se proporcionen dos o0 mas
pocillos de dilucién en el cartucho, de modo que se realicen dos o mds diluciones escalonadas. La Fig. 1 ilustra un
ejemplo de un cartucho de este tipo. Esto es, en el caso del anticuerpo de VHC, puesto que existen en la muestra
unas cantidades relativamente grandes de componentes que se han de medir es necesario por tanto medir la muestra
después de haberla diluido previamente, se usa un cartucho para el anticuerpo de VHC con un pocillo de dilucién
1 (2) en el que se llenan con antelacién 500 ul de una solucién de dilucién y un pocillo de dilucién 2 (3) en el que
se llenan con antelacion 335 ul de la solucion de dilucion. Se aspira la muestra en una cantidad de 70 ul desde un
pocillo de dispensacién de muestra (1) y la totalidad de los 70 ul de ella se dispensan a un pocillo de dilucién 1 (2) por
medio de mecanismos de aspiracidon/dispensacion de liquido del instrumento automatico de medida y se mezclan con
500 pl de 1a solucién de dilucién, dando una dilucién de aproximadamente 8,1 veces (570/70 = 8,14) en este primer
escalén de dilucion. Luego, se aspiran 65 ul de la muestra diluida en el primer escalén desde el pocillo de dilucién
1 (2) y se dispensa la cantidad total de ella en el pocillo de dilucién 2 (3) y se mezcla con 335 ul de la solucién de
dilucién. En este segundo escalon de dilucidn, la muestra se diluy6é aproximadamente 50 veces (570/70 x 400/65 =
50,1). Por tltimo, se aspiran 60 ul de la muestra diluida en el segundo escalén desde el pocillo de dilucién 2 (3), y
60 u1 de la muestra finalmente diluida 50 veces se dispensan en un pocillo de reaccién (4). Por otra parte, HBsAg es
un partida para analizar que requiere alta sensibilidad, se usa la muestra segtin estd en forma de solucién madre sin
dilucién. Usando un cartucho para HBsAg en el que no se llena nada en el pocillo de dilucién 1 (2) ni en el pocillo
de dilucién 2 (3), se aspiran 70 ul de cada muestra de la misma manera que con el anticuerpo de VHC anteriormente
mencionado y de modo concurrente con el mismo desde un pocillo de dispensacién de muestra (1) y la totalidad de
los 70 ul de ella se dispensa al pocillo de dilucién (3) y luego se aspiran 65 ul desde el pocillo de dilucién 1 (2) y se
dispensa la cantidad total de ella al pocillo de dilucién 2 (3). Por tltimo, se aspiran 60 ul desde el pocillo de dilucién
2 (3), y la totalidad de los 60 ul se dispensa al pocillo de reaccién. Puesto que el pocillo de dilucién no se llena con
una solucién de dilucion, la dilucién de la muestra no se realiza y finalmente una porcién de 60 ul de la muestra
como solucién madre se dispensa al pocillo de reaccion (4). Asi, en la presente invencion es posible medir de modo
concurrente diferentes partidas que se han de analizar incluso usando un instrumento que realiza s6lo un modelo tnico
de procedimiento de andlisis.

Evidentemente, la dilucidn de una muestra no se limita a 50 veces como en el ejemplo anteriormente mencionado
sino que se puede cambiar a una dilucién deseada de 1 6 mas veces dependiendo de la cantidad de solucién de dilucién
que se ha de llenar en el pocillo de dilucién. Para que una cantidad predeterminada se introduzca exactamente en el
pocillo de reaccién incluso cuando la dilucién es 1 en consideracién de la adhesidn a la pared del pocillo, se prefiere
que la cantidad de aspiracion se ajuste para que sea mds pequeia que la cantidad de dispensacién en el pocillo de
dilucién.

Como anteriormente mencionado, se puede realizar la medicion usando en combinacién un primer cartucho y otro
cartucho en el que se llena(n) un reactivo y/o una solucién necesaria para la medida. Por ejemplo, se usa el primer
cartucho que tiene un pocillo de dispensacion de muestra, un pocillo de dilucién, un pocillo de reaccién, un pocillo de
lavado y un pocillo fotométrico, sin llenar ningin reactivo ni solucién en el mismo. En contraposicién, una solucién
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de dilucidn, un vehiculo en fase sélida, un antigeno o anticuerpo marcado, un reactivo para medir la cantidad de un
marcador, etc., se llenan en otro cartucho desde el que se dispensan realizando la operacién de dispensacion, y la
medicién se puede realizar de la misma manera que anteriormente. La Fig. 2 muestra un ejemplo de un cartucho de
este aspecto.

En la etapa de dilucién de la muestra, se puede realizar tratamiento previo de una muestra afiadiendo un 4cido,
un dlcali, un disolvente orgédnico, un desnaturalizante de proteina, un detergente, etc. a la solucién de dilucién. Por
ejemplo, en el caso en que se use sangre (sangre entera) como muestra, se prefiere que el tratamiento previo se realice
afiadiendo algun detergente deseado, etc. puesto que la sangre contiene una gran cantidad de sustancias de interferencia
y por algunas otras razones. Realizando de modo concurrente la dilucién y el tratamiento previo de la muestra de esta
manera, se puede realizar ficilmente una medicion de alta precision incluso cuando la sangre y similares se usan como
muestras. Como resultado, la presente invencidn se puede usar preferiblemente en pruebas de emergencia y se pueden
realizar pruebas cerca del paciente (POCT) por médicos y ayudantes de enfermeria.

La solucién de lavado para el lavado de muestra y marcador sin reaccionar de los inmunocomplejos (separacién
B/F) requiere mucho gasto de tiempo y esfuerzo para preparar la solucién de lavado, completdndolo durante la medi-
cién y eliminacion del residuo liquido cuando la solucién de lavado se suministra desde una parte de los dispositivos
en el instrumento automadtico de medida como se ha visto en el instrumento automdtico de medida convencional. La
solucién de lavado que se usa en el instrumento automdtico de medida convencional se estandariza con respecto a la
composicién y cantidad de liquido de la solucién de lavado sin tener en cuenta las partidas que se han de analizar,
de modo que es imposible adoptar una composicidén 6ptima de la solucién de lavado para cada partida para analizar.
Desde los puntos de vista anteriormente mencionados, se prefiere que la solucion de lavado esté contenida también en
un cartucho. Sin embargo, en el caso en que, por ejemplo, la composicién o la cantidad de liquido sea idéntica, la so-
lucién de lavado se puede suministrar uniformemente desde una parte de los dispositivos en el instrumento automaético
de medida segtin se describe anteriormente.

Para acelerar la reaccion, se prefiere que se fije al instrumento automatico de medida, en el que se instala el cartucho
de la presente invencioén cuando estd en uso, un mecanismo para mantener el cartucho de la presente invencion a la
temperatura necesaria, por ejemplo, en el intervalo de 35 a 45°C que es adecuado para reacciones enzimadticas.

La medicién de marcadores se puede realizar como sigue. Por ejemplo, en el caso de inmunoensayo enzimatico
quimioluminiscente, la medicion se puede realizar directamente a través de un pocillo fotométrico por medio del uso
de un fotomultiplicador, etc., después de mezclar un inmunocomplejo y un sustrato para una enzima marcadora. En
el caso de inmunoensayo enzimdtico, la medicion se puede realizar después de mezclar un inmunocomplejo con una
solucién de sustrato de enzima irradiando luz de medida que tiene una longitud de onda que se ha de medir desde el
fondo o el lateral de un pocillo de medida y midiendo la luz transmitida que pasa a través de el pocillo fotométrico.

El instrumento automatico de medida en el que se instala el cartucho de la presente invencién cuando estd en uso
incluye al menos una seccién de alojamiento de cartucho para alojar un cartucho, una seccién de dispensacion para
dispensar un reactivo y/o una muestra al cartucho alojado en la seccién de aIOJamlento de cartucho, y una seccién
de medida para medir un producto de reaccién sobre el cartucho alojado en la seccién de alojamiento de cartucho.
La seccién de alojamiento de cartucho puede ser la misma que una seccién de alojamiento de cartucho convencional
excepto que estd hecha para que tenga una estructura capaz de alojar el cartucho de la presente invencién. La seccién
de dispensacidn estd constituida por mecanismos convencionales tales como mecanismos de aspiracién/dispensacién
de liquido, etc. correspondientes a las clases y propiedades del reactivo y/o de la muestra. El término “dispensacién”
segun se usa en este documento abarca ambas operaciones siguientes: transferir un reactivo y/o una muestra desde fuera
de un cartucho a un pocillo en el cartucho, y transferir un reactivo y/o una muestra desde un pocillo a otro pocillo en un
cartucho. La seccién de medida estd constituida por mecanismos convencionales tales como mecanismos fotométricos
que dependen de las clases y propiedades del producto de reaccion. En el caso en que la medicién se realice usando el
cartucho de la presente invencion, que tiene provistas en el mismo dos o mas lineas de grupos de pocillos en paralelo
o una pluralidad de cartuchos de la presente invencion, el instrumento automadtico de medida es preferiblemente un
instrumento que tiene provistas en paralelo en el mismo una pluralidad de mecanismos para realizar una serie de
inmunorreacciones y capaz de operar y controlar de modo concurrente los procedimientos, por ejemplo, de dispensar
una muestra, diluir la muestra, dispensar un reactivo, separaciéon B/F y fotometria. De esta manera, incluso en el caso
de inmunoensayo, una pluralidad de partidas que se han de analizar se puede medir de modo concurrente usando un
instrumento que realiza sélo un modelo tnico de procedimiento de andlisis sin aumentar sustancialmente el tiempo
requerido para la medicién incluso para diferentes partidas que se han de analizar.

Se prefiere que la seccion de dispensacion incluya piezas (puntas, etc.) que pongan en contacto un reactivo y/o una
muestra capaces de ser intercambiadas. Reemplazando las piezas con unas nuevas a cada medicion, se puede prevenir
facilmente la contaminacion del cartucho que se ha de usar en una medicién posterior.

Como se ha mencionado anteriormente, se prefiere que la medicién se realice fijando un cédigo de barras al
cartucho de la presente invencion y usando un instrumento provisto de un mecanismo para reconocer el cddigo de
barras. Usando un instrumento que puede reconocer un cédigo de barras y seleccionando automaticamente una partida
para analizar, se puede realizar mas facilmente y mds eficazmente la medicién automatica de una pluralidad de partidas
que se ha de analizar; por ejemplo, el ajuste individual de la temperatura de reaccién y de las condiciones fotométricas
llega a ser innecesario, y el andlisis de resultados de la medicién se puede realizar facilmente.
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Ejemplos

De aqui en adelante, la presente invencidn se ilustrard con mds detalle por medio de ejemplos. Sin embargo, los
siguientes ejemplos son meramente ilustrativos y no deberia considerarse que el alcance de la presente invencidon
esté limitado por los siguientes ejemplos. Es evidente para un experto en la materia que se pueden hacer variaciones,
mejoras o modificaciones a la presente invencidn sin apartarse del alcance de las reivindicaciones.

Ejemplo de preparacion 1
Preparacion de reactivo y solucion

Se prepararon los respectivos reactivos y soluciones necesarias para la medicién de antigeno HBs (HBsAg), anti-
cuerpo de virus de hepatitis C (VHC), anticuerpo de virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), anticuerpo de virus
1 de leucemia de células T humanas (HTLV-1) y anticuerpo de Treponema pallidum (TP).

1. Preparacion de particulas magnéticas

Se absorbi6 fisicamente anticuerpo policlonal anti-HBsAg sobre particulas magnéticas (0,3 ym) en tampé6n de
fosfato 50 mM (pH 4) y las particulas resultantes se trataron en tampén Tris (0,1 M pH 8) que contenia 0,2% de BSA
a 37°C durante 1 dia para preparar particulas magnéticas unidas a anticuerpo anti-HBsAg.

De modo similar, antigeno de VHC, antigeno de VIH, antigeno de HTLV-1, y antigeno de TP se sometieron al
mismo tratamiento como anteriormente para preparar, respectivamente, particulas magnéticas unidas a antigeno de
VHC, particulas magnéticas unidas a antigeno de VIH, particulas magnéticas unidas a antigeno de HTLV-1, particulas

magnéticas unidas a antigeno de TP.

Las particulas magnéticas preparadas se suspendieron en tampé6n Tris 0,1 M (pH 8,0) y se usaron luego (las
concentraciones se ajustaron individualmente para cada partida entre 100 y 200 pg/ml).

2. Preparacion de anticuerpo marcado

Se unié anticuerpo monoclonal anti-HBsAg a fosfatasa alcalina bovina (ALP) por un procedimiento de maleimida
para preparar anticuerpo de HBsAg marcado con ALP. De modo similar, se usé anticuerpo monoclonal anti-IgC huma-
na para preparar anticuerpo anti-IgC humana marcado con ALP. Los anticuerpos marcados preparados se disolvieron
en tamp6n Tris 0,1 M (pH 8,0) y se usaron (las concentraciones se ajustaron individualmente para cada partida entre
0,2y 0,5 pug/ml).

3. Preparacion de solucion de lavado

Se prepar6 tamp6n Tris 0,1 M (pH 8,0) que contenia 0,1% de Tween 20 y NaCl 0,15 M.

4. Preparacion de solucion de dilucion

Se prepar6 tamp6n Tris 0,1 M (pH 8,0) que contenia 1% de BSA y NaCl 0,15 M.

5. Sustrato luminiscente

Se us6 soluciéon de AMPPD 25 mM (Tropix Co.) como sustrato luminiscente.
Ejemplo 1
Mediciones (A) de HBsAg, anticuerpo de VHC, anticuerpo de VIH, anticuerpo de HTLV-1 y anticuerpo de TP

Se realizaron mediciones usando un cartucho hecho de poliestireno que se muestra en la Fig. 1. Después de llenar
los respectivos reactivos y soluciones preparados en los puntos 1 a 5 del Ejemplo de preparaciéon 1 anteriormente
descrito en un pocillo de dilucién 1 (2), un pocillo de dilucién 2 (3), un pocillo que contiene particulas magnéticas (4),
un pocillo que contiene anticuerpo marcado (6), un pocillo de lavado 1 (5), un pocillo de lavado 2 (7), y un pocillo

fotométrico (8), la parte superior de cada pocillo que contiene reactivo se cerrd con hoja de aluminio estratificada. La
posicion de llenado y la cantidad de llenado fueron como sigue.
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TABLA 1
Cartuche Cartucho Cartucho Cartucho Cartucho
para HBsAg para para para para
anticuerpo anticuerpo anticuerpo anticuerpo
de VHC de VIH de HTLV-1 de TP
Pocillos de vacios Vacios Vacios Vacios Vacios
dispensacidn
de muestra
Pocillo de Vacio Solucién de Solucién de Solucién de Solucién de
dilucidén 1 dilucidén de dilucién de dilucién de dilucién de
muestra 500 muestra 500 muestra 500 muestra 500
pl pl pl ul
Pocillo de Vacio Sclucidn de Solucién de Soluciédn de Solucién de
dilucién 2 dilucién de dilucidén de diluciédn de dilucién de
muestra 335 muestra 335 muestra 335 muestra 335
ul ul pl ul
Pocillo que Particulas Particulas Particulas Particulas Particulas
contiene magnéticas magnéticas magnéticas magnéticas magnéticas
parti-culas unidas a unidas a unidas a unidas a unidas a
magné-ticas anticuerpc antigeno de antigeno de antigeno de antigeno de
(pocillo de anti-HBsAg VHC VIH HTLV-1 TP
reaccién 1) 150 ul 150 ul 150 ul 150 pl 150 ul
Pocillo de Solucidn de Solucién de Soluciodn de Solucién de Soluciodn de
lavado 1 lavado 500 lavado 500 lavado 500 lavado 500 lavado 500
pul pl pl ul pl
Pocillo que Anticuerpo Anticuerpo Anticuerpo Anticuerpo aAticuerpo
contiene anti- | anti-HBsAg anti-IgG anti-IgG anti-IgG anti-IgG
cuerpo marcado | humano humana humana humana humana

(pocillo de

marcado con

marcado con

marcado con

marcado con

marcado con

reaccion 2) ALP 150 pl ALP 150 pl ALP 150 ul ALP 150 pl ALP 150 pul

Pocillo de Solucién de Solucién de Solucién de Solucién de Solucién de

lavado 2 lavado 500 lavado 500 lavado 500 lavado 500 lavado 500
pul ul pul Ml ul

Pocillo Solucidén de | Solucién de | Solucidén de | Solucidén de | Solucién de

fotométrico AMPPD 200 ul | AMPPD 200 pl | AMPPD 200 ul | AMPPD 200 pl | AMPPD 200 ul
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Los cinco tipos de cartuchos de reactivos preparados se midieron de modo concurrente por medio de un instrumento
automadtico de medida provisto de mecanismos quintuples de aspiracién/dispensacién y mecanismos quintuples de
separacion de particulas magnéticas en conformidad con las siguientes etapas.

(1) Se dispensaron muestras (suero de control negativo y suero de control positivo) en una cantidad de 70 ul o mas
en los respectivos pocillos de dispensaciéon de muestra en el cartucho para HBsAg, cartucho para anticuerpo de VHC,
cartucho para anticuerpo de VIH, cartucho para anticuerpo de HTLV-1, y cartucho para anticuerpo de TP.

(2) Los cartuchos de reactivo sobre los que se ha dispensado una muestra se instalan en un instrumento automatico
de medida. La disposicion de los cartuchos de reactivo puede ser opcional.

(3) Se puso en marcha el instrumento automatico de medida.

(4) El instrumento automatico de medida leyé un cédigo de barras fijado en el cartucho de reactivo y reconocié
la partida de andlisis que se habia seleccionado. A continuacion, cinco cartuchos de reactivo se sometieron de modo
concurrente al mismo procedimiento.

(5) Se perford el cierre de aluminio en la parte superior del cartucho de reactivo con un resalte de tipo varilla.

(6) Se aspiraron 70 ul de muestra desde un pocillo de dispensacién de muestra (1) y la cantidad total de la misma
se dispens6 en el pocillo de dilucién 1 (2). Posteriormente, repitiendo las operaciones de aspiracion y dispensacion en
el pocillo de dilucién 1 (2), se realiz6 un primer escalén del procedimiento de dilucién.

(7) Se aspiraron 65 ul de la muestra desde el pocillo de dilucién 1 (2) y la cantidad total de la misma se dispensé
al pocillo de dilucién 2 (3). Posteriormente, repitiendo las operaciones de aspiracién y dispensacién en el pocillo de
dilucién 2 (3), se realiz6 un segundo escalén del procedimiento de dilucién.

(8) Se aspiraron 60 ul de muestra desde el pocillo de dilucién 2 (3), se dispensaron a un pocillo que contenia
particulas magnéticas (4), y se mezclaron con particulas magnéticas, y se siguié con reaccién a 42°C durante 10
minutos.

(9) En el pocillo que contenia particulas magnéticas (4), se separaron las particulas magnéticas usando un imén y
ademds se lavaron las particulas magnéticas en un pocillo de lavado 1 (5). A continuacidn, las particulas magnéticas
se separaron de allf usando un imén permanente.

(10) Se dispensaron las particulas magnéticas a un pocillo que contenia anticuerpo marcado (6), y se dejaron
reaccionar adicionalmente a 42°C durante 10 minutos.

(11) En el pocillo que contenia anticuerpo marcado (6), se separaron las particulas magnéticas usando un imdn y
ademads se lavaron las particulas magnéticas en un pocillo de lavado 2 (7). A continuacidn, las particulas magnéticas
se separaron de allf usando un iman permanente.

(12) Se dispensaron las particulas magnéticas a un pocillo fotométrico (8), se mezclaron con solucién de AMPPD,
y se sometieron a reaccidn enzimadtica a 42°C durante 5 minutos. A continuacién, se midié la cantidad de luminiscencia
desde el pocillo fotométrico anterior usando un tubo fotomultiplicador (PMT).

Se repitieron las mediciones anteriormente mencionadas durante 12 dias y se examiné la reproducibilidad dia tras
dia para obtener los buenos resultados siguientes.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 2
HBsAg Anti- Anti- Anticuer- Anticuer-
cuerpo cuerpo po de po de TP
de VHC de VIH HTLV-1
Suero Media 257 3.646 1.521 1.563 2.585
negati- | Desviacioén 17 425 199 199 291
vo de tipica
control | CV (%) 6,5% 11,7% 13,1% 12,7% 11,3%
Suero Media 45.035 43.601 72.983 215.806 34.571
positi- | Desviacién 1.404 1.984 2.902 13.593 1.659
vo de tipica
control | cv (%) 3,1% 4,6% 4,0% €,3% 4,8%

(Los valores numéricos indican la intensidad de la luminiscencia).
Ejemplo 2
Medicion (B) de HBsAg, anticuerpo de VHC, anticuerpo de VIH, anticuerpo de HTLV-1 y anticuerpo de TP

Se realizaron mediciones usando un cartucho hecho de poliestireno que se muestra en la Fig. 2. Esto es, se llenaron
las respectivas soluciones de dilucién de muestras y los reactivos que participan en la reaccion (particulas magnéticas,
anticuerpo marcado, AMPPD) en un cartucho diferente (de aqui en adelante en algunos casos denominado “cartucho
de reactivos”) del cartucho de la presente invencién (de aqui en adelante en algunos casos denominado “cartucho de
reaccion”). Las mediciones se realizaron de tal manera que los reactivos no se unieron fisicamente y la dilucién de las
muestras se hizo en tres escalones. Como reactivos y soluciones, se usaron los que se habian preparado en el Ejemplo
de preparacioén 1 anteriormente descrito.

(1) Se instalaron en un instrumento automadtico de medida un cartucho de reactivo para HBsAg, un cartucho para
anticuerpo de VHC, un cartucho de reactivo para anticuerpo de VIH, un cartucho de reactivo para anticuerpo de HTLV-
1, y un cartucho de reactivo para anticuerpo de TP. La disposicién de los cartuchos de reactivos puede ser opcional.
Los cartuchos de reactivo se llenaron con reactivos y soluciones, respectivamente, con antelacién como se muestra en
la Tabla 3 y se cerraron con hoja de aluminio estratificada.

(2) El cartucho de reaccion se instalé en el instrumento. Aqui, el cartucho de reaccion es un cartucho vacio sin que
se llene en el mismo solucién de dilucién ni reactivo (sin hoja de aluminio de cierre) de modo que es comun sin tener
en cuenta qué partida para analizar esté concernida.

(3) Se dispensaron muestras (suero negativo de control y suero positivo de control) en el pocillo de dispensacién
de muestra (SD) de cada cartucho de reaccién en correspondencia con una cadena en cada cartucho de reactivo en una
cantidad de 115 ul o mas.

(4) Se puso en marcha el instrumento automadtico de medida.

(5) El instrumento automdtico de medida ley6é un cédigo de barras fijado al cartucho de reactivo y reconoci6 la
partida de andlisis que se habia seleccionado. A continuacién, cinco cartuchos de reactivo y cartuchos de reaccién
correspondientes a los cartuchos de reactivo se sometieron de modo concurrente al mismo procedimiento.

(6) Se perforo el cierre de aluminio en la parte superior del cartucho de reactivo con un resalte de tipo varilla.

(7) Se llenaron reactivos en los cartuchos de reaccién desde cada cartucho de reactivo. Se determind el orden de
dispensacién en consideracion a la contaminacion de puntas de dispensacion.

(8) En primer lugar, se aspiraron 1000 ul de solucién de lavado desde un pocillo que contenia solucién de la-

vado (WS) y se dispensaron porciones de 500 ul en un pocillo de lavado 1 (W1) y un pocillo de lavado 2 (W2),
respectivamente.
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(9) Se aspiraron 200 ul de AMPPD desde un pocillo que contenia AMPPD (AMPPD) y se dispensé la cantidad
total del mismo a un pocillo fotométrico (LM).

(10) Se aspiraron 190 ul de una solucién de dilucién de muestra desde el pocillo que contenia solucién de dilucién
1 (DS1) y la cantidad total de la misma se dispensé a un pocillo de diluciéon 1 (D1). Cuando se vaci6 el pocillo que
contenia la solucion de dilucién 1 (DS1), el pocillo de dilucién 1 (D1) permanecié vacio después de esta operacion.

(11) Se aspiraron 290 ul de una solucién de dilucién de muestra desde el pocillo que contenia solucién de dilucién
1 (DS1) y la cantidad total de la misma se dispensé a un pocillo de dilucién de muestra 2 (D2). Cuando se vacid el
pocillo que contenia la solucién de dilucién 1 (DS1), el pocillo de dilucién 2 (D2) permanecié vacio después de esta
operacion.

(12) Se aspiraron 285 ul de una solucién de dilucién de muestra desde el pocillo que contenia solucién de dilucién
1 (DS1) y la cantidad total de la misma se dispensé a un pocillo de dilucién de muestra 3 (D3). Cuando se vaci6 el
pocillo que contenia la solucion de dilucién 1 (DS1), el pocillo de dilucion 3 (D3) permaneci6 vacio después de esta
operacion.

(13) Se aspiraron 115 ul de la solucién de dilucién de muestra desde el pocillo que contenia solucién de dilucién 2
(DS2) y la cantidad total de la misma se dispenso al pocillo de dilucién de muestra 1 (D1). Cuando se vacid el pocillo
que contenia la solucién de dilucién 2 (DS2), la cantidad de solucién de dilucién en el pocillo de dilucién 1 (D1)
permanecid sin cambio después de esta operacion.

(14) Se aspiraron 250 ul de un anticuerpo marcado desde un pocillo que contenia anticuerpo marcado (LA) y la
cantidad total del mismo se dispensé a un pocillo de reaccion 2 (R2).

(15) Se aspiraron 250 ul de suspensién de particulas magnéticas desde un pocillo que contenia particulas magné-
ticas (MP) y la cantidad total de la misma se dispensé a un pocillo de reaccién 1 (R1).

(16) Por medio de las operaciones anteriores, se llenaron todos los reactivos necesarios desde los cartuchos de
reactivo a los cartuchos de reaccién. A continuacion, se procedié a la dilucién de muestra, reaccién y procedimientos
fotométricos usando los cartuchos de reaccién.

(17) Se aspiraron 115 ul de muestra desde un pocillo de dispensacién de muestra (SD) y la cantidad total de la mis-
ma se dispenso al pocillo de dilucién 1 (D1). Posteriormente, repitiendo las operaciones de aspiracion y dispensacién
en el pocillo de dilucién 1 (D1), se realizé un primer escalén del procedimiento de dilucion.

(18) Se aspiraron 110 ul de la muestra desde el pocillo de dilucién 1 (D1) y la cantidad total de la misma se
dispensé al pocillo de dilucién 2 (D2). Posteriormente, repitiendo las operaciones de aspiracién y dispensacion en el
pocillo de dilucién 2 (D2), se realizé un segundo escalén del procedimiento de dilucién.

(19) Se aspiraron 105 ul de la muestra desde el pocillo que de dilucién 2 (DS2) y la cantidad total de la misma se
dispensé al pocillo de dilucién 3 (D3). Posteriormente, repitiendo las operaciones de aspiracion y dispensacién en el
pocillo de dilucién 3 (D3), se realizé un tercer escaldn del procedimiento de dilucién. Por las operaciones anteriores,
se obtuvo finalmente una dilucién deseada como se muestra en la Tabla 4.

(20) Se aspiraron 100 p de la muestra desde el pocillo que de dilucién 3 (DS3) y la cantidad total de la misma se
dispenso al pocillo de reaccién 1 (R1), y se mezcl6 con particulas magnéticas, y se siguié con reaccién a 37°C durante
10 minutos.

(21) En el pocillo de reaccion 1 (R1), se separaron las particulas magnéticas usando un iman permanente y ademas
se lavaron las particulas magnéticas en un pocillo de lavado 1 (W1). A continuacidn, las particulas magnéticas se
separaron de allf usando un iman permanente.

(22) Se dispensaron las particulas magnéticas a un pocillo de reaccién 2 (R2), se mezclaron con un anticuerpo
marcado. Ademads, después del mezclado, se dejaron reaccionar a 37°C durante 10 minutos.

(23) En el pocillo de reaccidén 2 (R2), se separaron las particulas magnéticas usando un iman permanente y ademas
se lavaron las particulas magnéticas en un pocillo de lavado 2 (W2). A continuacién, las particulas magnéticas se
separaron de all{ usando un iman permanente.

(24) Se dispensaron las particulas magnéticas a un pocillo fotométrico (LM), se mezclaron con solucién de

AMPPD, y se sometieron a reaccién enzimdtica a 37°C durante 5 minutos. A continuacidn, se midi6é la cantidad
de luminiscencia desde el pocillo fotométrico anterior (LM) usando un tubo fotomultiplicador (PMT).
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TABLA 3
HBsAg VHC, VIH, HTLV-1 TP
Pocillo que contiene solucidén de | 0 ul 800 ul 0 pl
dilucién 1
Pocillo que contiene solucién de | O ul 150 ul 150 ul
dilucién 2
Pocillo que contiene solucién de | 1100 pl 1100 pl 1100 pl
lavado
Pocillo que contiene particulas | 300 ul 300 ul 300 pul
magnéticas
Pocillo que contiene anticuerpo | 300 ul 300 ul 300 ul
marcado
Pocillo que contiene AMPPD 250 pl 250 pl 250 pl
TABLA 4

Cantidad de llenado de solucidén de | Cantidad de

dilucién muestra (canti-

HBsAg VHC, VIH, HTLV-1 TP dad de intro-

duccidn)

Pocillo de dilucién | 0 ul 305 ul 115 pul 115 pl
1
Pocillo de dilucién | 0 pl 250 ul 0 pl 110 pl
2
Pocillo de dilucidn [ 0 pl 285 ul 0 ul 105 ul
3
Aumento de la ultima | 1 vez 50 veces 2 veces 100 pl
dilucién
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TABLA 5
HBsAg Anti- Anti- Anticuer- Anticuer-
cuerpo cuerpo po de po de TP
de VHC de VIH HTLV-1
Suero Medicién 704 13.096 10.068 11.740 420
negati~ | por 560 12.328 10.084 11.408 412
vo de triplicado 496 12.484 10.296 12,108 404
control | Media 587 12.636 10.149 11,752 412
CV (%) 18,2% 3,2% 1,3% 3,0% 1,9%
Suero Medicién 272.316 372.308 870.088 | 2.668.518 | 82.272
positi- | por 260.004 363.888 919.080 | 2.719.068 | 83.844
vo de triplicado 266.800 364.948 930.576 | 2.567.712 | 89.089
control | Media 266.373 367.048 906.581 | 2.651.764 85.071
CV (%) 2,3% 1,2% 3,5% 2,9% 4,2%

Una ventaja de la presente invencion es que proporciona: un cartucho para medicién automadtica, para uso con un
instrumento automadtico de medida, capaz de ser usado para medir una pluralidad de clases de partidas que se han de
analizar -requiriendo cada una diferentes diluciones- en una muestra, sin aumentar sustancialmente el tiempo de me-
dida incluso cuando esas partidas se miden de modo concurrente, en un instrumento que tiene solamente mecanismos

simplificados lo mds posible; y un procedimiento de medida que usa este cartucho.

Aplicabilidad industrial

Segtn la presente invencion, se pueden realizar de modo concurrente mediciones de una pluralidad de clases de
partidas que se han de analizar con diferentes diluciones en una muestra por un procedimiento de andlisis uniforme.
Esto conduce a la simplificacién del instrumento automatico de medida, reduccién en coste, acortamiento del tiempo

requerido para la medicion y permite la medicién fécil.
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REIVINDICACIONES

1. Un cartucho para uso en la medida de un componente que se ha de medir contenido en una muestra, que
comprende al menos un pocillo de dilucién para diluir una cantidad predeterminada de una muestra hasta una dilucién
deseada; y un pocillo de reaccién en el que se han de hacer reaccionar el componente que se ha de medir contenido
en la muestra y una sustancia que reacciona especificamente con el mismo, en el que una solucién de dilucién esta
contenida en el pocillo de dilucién en una cantidad suficiente para obtener la dilucién deseada, dependiendo de la
clase de componente que se ha de medir, cuando la cantidad predeterminada de muestra se dispensa en el pocillo de
dilucién por una operacién uniforme.

2. Un cartucho segtin la reivindicacion 1, en el que dos o mds lineas de grupos de pocillos se disponen en paralelo,
comprendiendo caga grupo de pocillos un pocillo de dilucién y un pocillo de reaccién.

3. Un cartucho segun la reivindicaciéon 1 6 2, que comprende un pocillo que contiene reactivo para contener un
reactivo necesario para la medicion, un pocillo de dispensacién de muestra para dispensar una muestra, un pocillo
de lavado para realizar el lavado de un producto de reaccién, y/o un pocillo de medida para realizar la medicion del
producto de reaccion.

4. Un cartucho segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que se puede usar en medicién en combinacién con
otro cartucho lleno con un reactivo y/o una solucién que es/son necesario/s para la medicién del componente que se
ha de medir contenido en la muestra.

5. Un cartucho segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que todo el reactivo y/o la solucién que es/son
necesario/s para la medicién del componente que se ha de medir contenido en la muestra estdn cerrados dentro del
cartucho.

6. Un cartucho segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el componente que se ha de medir y
la sustancia que reacciona especificamente con el mismo experimentan una reaccién inmunolégica cuando se hacen
reaccionar entre si.

7. Un cartucho segtn la reivindicacién 6, en el que la reaccién inmunoldgica es una reaccion en la que el compo-
nente que se ha de medir en la muestra y la sustancia que reacciona inmunolégicamente especificamente con el mismo
reaccionan para formar un primer inmunocomplejo, siendo el primer inmunocomplejo especificamente reactivo inmu-
nolégicamente con un marcador que reacciona con el mismo para formar un segundo complejo inmunolégico.

8. Un procedimiento de medida para un componente que se ha de medir contenido en una muestra, que comprende
las etapas de:

proporcionar un cartucho como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5;

dispensar la cantidad predeterminada de la muestra en el pocillo de dilucién, con lo que se diluye la muestra a la
dilucién deseada en el cartucho;

hacer reaccionar el componente que se ha de medir en la muestra diluida con una sustancia que reacciona especi-
ficamente con el mismo;

y medir una cantidad de un producto de reaccién.

9. Un procedimiento de medida segtn la reivindicacién 8, en el que una pluralidad de diferentes clases de compo-
nentes que se han de medir se miden de modo concurrente usando un cartucho que tiene dos o mds lineas de grupos
de pocillos, comprendiendo cada grupo de pocillos un pocillo de dilucién y un pocillo de reaccién, o usando una
pluralidad de cartuchos.

10. Un procedimiento de medida segtn la reivindicacién 8 6 9, en el que la medicién se realiza usando el cartucho
seglin se define en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 y otro cartucho lleno con un reactivo y/o una solucién
necesarios para la medicién del componente que se ha de medir contenido en la muestra.

11. Un procedimiento de medida segin cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en el que la reaccién entre el
componente que se ha de medir y la sustancia que reacciona especificamente con el mismo es una reaccién inmunolé-
gica.

12. Un procedimiento de medida segtin la reivindicacién 11, en el que la reaccién inmunolégica es una reaccién
en la que el componente que se ha de medir en la muestra y la sustancia que reacciona inmunoldgicamente especi-
ficamente con el mismo se dejan reaccionar para formar un primer inmunocomplejo, y el primer inmunocomplejo
y un marcador que reacciona inmunoldgicamente especificamente con el mismo se dejan reaccionar para formar un
segundo inmunocomplejo, y en el que se mide la cantidad del marcador en el segundo inmunocomplejo formado por
la reaccion.

16



ES 2275674 T3

13. Un instrumento de medida que comprende al menos una seccién de alojamiento de cartucho que aloja el
cartucho segtin se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5; una seccién de dispensacion para dispensar
un reactivo y/o una muestra al cartucho alojado en la seccién de alojamiento de cartucho por una operacién uniforme,
y una seccién de medida para medir un producto de reaccién en el cartucho alojado en la seccién de alojamiento de
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cartucho.
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