.
s
) !

[ N N W

PATENTE DE INVENCION

Ref: Case No,., 25022

e o @OIN

5 R i et 8 esamanemmenn

, - o
e vororar e An A b i

L ;
47 Sy b L

I

@/Kémﬁm’a @eﬂﬁ%ﬁ'ﬂd

é%%&ﬁhﬂé%

dotre:

' , ¥

PROCEDIKIENTO PARA LA OBTENCION DE TARJETAS

DE ENSAYO PARA DIAGNOSTICO MEDICO.

AMERICAN CYANAMID COMPANY, entidad norteamericanay
residents en, Berdan Avenue, Township of Wayne,

Eatado deé New Jersey, EE. UU. de A.
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son conocidos lom mmterirles secos
absorﬁantoa‘impregnados con reactivos tal como ban~
dam de pmpel que contienen reactivos que cambian el

color usmdos para ensayar fluidos del cuerpo para

detesctar componentes bioquimicos o quinicoms tal como

OR
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bioquimicos ¥ quimicos indicativos de variss condiciones pa-

el médico es capmsz de determinar en pocos minutos la disfund

prestan para mantener y seguir historias clinicas. Por ofend

-2 '
catona, contenido de urea, contenido &6 calcio o nmagnesio, ac~
tividad de colinesterasa, fﬁgfatnga alcaline u otros compo-
nenten. T&lbi&n 80N nonocidms law bandas de pgpnl-neoo ia-
pregnado con resetiyg para urinflisis que contienen uns plu-
relidad de enaayba de color difarente en la miama banda pa-
ra aeg uanga °1 conjunto con uﬁu tarjeta de -control de com-
paracién de colﬁr por meparasdo. |

La preuenterinVanibn contempla las tarje-
tas de ensayo de funcidn de lom Srganos individuales, conte-
niendo cada»t&rdeta una c¢ombinacién especifica, o baterie,
de engeyos bioquinmicos o qu!micos,'eniimitinoi-y/o onziuﬁtiq'
coﬁ, la combinacién de los cunles =s usa péra evaluar y de-
terminar la fumeién de un 6rgano especifico, tal como higs-
do, riflén, cormzén, pancreas, préstata, pulmones, gindulas

suprarrenal, timo y pituitaria, con referencia a parémstros

toldgicaa. La invencién encuentra una aplicacidn en partiocu~
lar en el conaultorio de un doctor en un pequeidio laboratorip.
Tomando una muestra de suero de un pacients y efectuando uﬁqlv

combinacién especffica de ensayo de manchas sobre 1la nibua,

cién de un brgano. 5i es indicado, sl nédiqorpuede qrd;naﬁ '
ma; Qha;yoa cuantitativos o sdicionales que pueden llevarsse
a cabo “en un laboratorio clinico regular para confirmar y -
continuar los enmayos de mancha. La nat;iﬁloza de las taru‘

jetas de ensayo de funcién del 8rgano de ests invencién se

plo, con una serie de tarjetas de ensayo de funciédn de un

Srgano mantenidas por un perfiodo de tiempe, la funcibnm o

cembios en la funcién de un érgano particuler para un puqipqv
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“de un aflo n Otrn. Do amtn manera, as posible efectuar un -

_cada uno de dichos indicadores de ensayé estd hecho de uf -

- comparacién de 3Sontrol montado sobre dichs tarjeta especi-
A

~3-

te en particular pueden neguirse rdpida y convenientemente

temprano dingﬂéatico de la disfuncién de un Srgano,

£8ta invencién me halla dentro del Area de
los diagnésticos. s5e refiere a una tarjeta de ensayo de la
funcién de un 8wgano para la determinmcién de la funoidn de
un 6rgano y del estado del 4rganc a partir de una sinmple
muestra de sangre, o similar, es dacir suero o plasma, que

comprende una combinacién de indicadores de snsayo de diag-

néstieo secos y sélidos montados en una {arjééa de ensmyosn,

materinl portador absorbente que contiene sobre sl mismo el
residuc geco resultante de la impregnacién del mismo con un
sistema reactivo cromogénico capaz ée detectar por el cambio
de color las concentraciones de varios constituyentes bio-
quimicos y quimicos de ls sangre, susro o plasma cuando son
expuestos a la misms, siendo cade indicador de enmayo dater-

minativo de la funcién del mismo érgano, y un control de -

fica para ceda indicador de enmayo de disgnénstico del miamo;
Lo8 resul tados de la combinaciédn de enmayo sobre uns dnica
tarjeta de ensmyo pueden dar una indicscidn en dicha.tarjotn
de como cualquier mal funcidn del érgano ha dade como resul-
tado niveles mnormales de constituyantes de la sangre y que
efecto he producido la terapia en éolver los niveles de di-
choa constituyentes & le normalidmd. k&ta invencién se refie
re tembidn a un método parm determinar la funcién de un br-
gono usando la tarjeta de ensayo de funcién del Srgano squi
descripta,

Un aapecto de emta invencidn conteumpla 1la
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cada uno de dichos indicadores de enssyo, en combinacién, es

-4 -

tarjeta>di‘ennayo de diagnéotico para la determinmcidn de la
funcién de un drgano o el estado & partir de 1la coﬂcentra~
cién de variom constituyentes bdioquimicos y quimicos de la
s8ngre, suero o plasmpn que comprande una pluralidad de, por
|
lo menos dos, indicadores de ensayo de diagnéstico smecos y s
lidos colocados sobre dicha tarjeia, compfendiendo cada uno
de dichos indicadores de enmayo un material porfador abgor-
bente impregnado.con el residuo seco de uns composicidn de
reactivo lfquido cromogénico que tambia el cdlor en raespues-

ta a la concentracién de dichos constituyentes de la sangre,
i

' !

suero o plasma cuando extf en coniamecto con los mismos, y ~

indicativo de la funcién o estado del mismo 'érgano, y por
‘ I

lo menos un control de comparacibn de color colocado sobre

dicha tarjete especifico para cida indicedor de ensayo de

disgnéstico de la mismas.

Le invencibn provee en una solsa tarjste d
enfayo todos los reactivos necesarios para llevar a cabo los

diagnémticos de los tipos descrintom aqui pars ls funcién =~

del érgano en la forma de dep8sitos en manchas secas y sbli«

dos, conteniendo cade unc una cantidad predeterminsda de =~
reactivos de ensayo pars proporcionar resiltados éptimos, ¥
colocado en proximidsd cercana a uno de otro, loa cuales -
d;apués de haber sido humedsocidos con sangre, susro o blaamw
forman une mancha de color de mezcla de reaccibn, La inven~
cién puede usarse para perfilar o controlar un frgano esps~
cifico y prove;r una indicacién de su estado prosente. Por
ejemplo, la iAvoncién concisrne a una tarjeta da ensayo.de

la funcibn del corazén que contiene sobre la mimma una bate-

ria de eneayos de mancha la cual, en combinecién, puede umay
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.uiatenas reactivos de la misma. La tarjeta de ensayo pusde

‘puedes estar encerrade en un paguete exterior protector tal

!

-5 |
para determinar la funcidn del carLz&n Yy su astado. Bs co=
nocido como por ejemplo, due loa:caﬁbiOs én al nivolide lac-
tato de deshidrogenass, creatina fosfoquinasa y «L-hidroxi-
butirato deshidrogenasa en la sangre pueden ser indicatives
de la funcién del corazén y por lo tanto del estado del co-
razén. Los resultados de la conbingci6n de estos ansayos en
une dnica tarjeta de ensayo puede ddr_pna'indicaciﬁn sobre
dichs tarjeta de como estd funcionande el coragén ¥y su enta-
do presente, con r.laci@g.a‘los parémetros bioquimicos y -
quimicos indicativos de varias condicionéu paiolégical.

La tarjeta de ensayo de la funcién del:8r-
gano de }a presente invencién puede -ser de cualgquier dimen-
8ibn desenda y configuracidn tal como rectangular, tfiangu-
lar, cuadrada, circular o similar, y pusde estar hecha de
cunlquier material que tenga suficiente rigidez para aoport#r

ol manejo con la capacidad de no afectar ndversaments los

satar hecha de pléstico transparente, pelicule transparente,
fibra, celulosa, o similar, o cualquier combinacidn de los

mismos tal como una tarjeta de celulosa recubierta con pléds
tico, o una tarjeta de fibra con una capa pldstice transpa-

rente meparable. L& tarjeta de snsayo de funcién del érgmno

como hoja de aluminio o un material plstico transparents Y,
el paquete cerrado por un sello por calor o unido con'uﬁ.adu
heaivo alrededor del margen periférico.

Los indicadores de ensayo de diagnésticos
eacos y sdlidos o enmayos de manchas colocados sobre la tard

jeta de ensayo de la funcibn del drgano coxprenden un mats-

rial portador sorbente que pusde ser cualquier material ab-

v



10

15

20

25

30

-5- ~ ,
gorbente_q&e puedn impregherse e sistema reactivo desesdo
Yy qué no afects sdversaments al Hidtoma reactivo impregnade
en el mismo. El material absorbente pueds eater colocado an
la tarjeta de ensgyo de funcibn del 8rganc de cualquier as-
nera_uientraa no afecte adversamonte el #istemp reactivo del
niup;. La colocacién debe hacerse simplemente con un ligante

adhesivo entre 1lsa tarjeta de ensayo y el material portador

sbsorbente o puede emplaarse montajes ms elaborados tal co-|

mo el uso de un conjunto de montado hue emplea unm soporte
pléstice tranwparents, Qn anillo de papel libre remctivo, un:
disco de papel impregnado con el mistema reactivo seco Y un |
conjunto de base. Asimismo, con el material apropiado, puede
hacerae el montaje por presién sin ayuds de adhesivos. Por -
ejemplo, el materisl absorbente sn forma de dimscos puedsn co+
locarse Qntre Papelas liberables y comprimido o sncajado en
la tarjeta hecha de nelfcula plistica. Entre los sdhesivos
adecuados se incluye el acetsto de celulosa, la mezcla de fta-
lato de celulosa.scetato, cloruro-de polivinileo, mezclas de
slcohol poliviniiicowacetato, y similares. El material porta+t
dor absorbente puede tener cualquisr configuracién tal como
circular, cuadrada, rectangular, triangular o similar, y pue+
de ser de cualquier tamafic deseado. Entre los mate¥iaie; pérT
tadores absorbentes adectiados incluyen sl papel seluldsico

cordn o materimlen celuiéuicoa mes elaborados tal como papel
celulbénico que tiene diaforase unida covalentemsnte s un poll=~
mero de cetona o aldehido sulfitado hidrofilico de ligaduran
cruzedas dispersado a través de los intersticios del mismo.

El material portsdor absorbente puede comprender una hoja o

capa que contiene el sistems reactivo total o dos o mas hojah

0 ceapas manteniendo cada uno una parte del sistema resctivo
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otal que me necesita para cads «nsayo en particular;

Loa sistenas rusctivos m ao; impregnagog
en el materinl poertador abmorhente incluyen tanto los sinte-
mas reactivos bioquimicens y quimicoi, eﬁ:in&tioontm’o no
enzrimfticos, hasta ahora conocidos o deaconocidas, que utilipa
zan reactivos que canmbian el coloer f que oontianen todos losg
reactivos necemarios pars cada ensayo en pﬁrticular. Cual-
quier sistema reactivo capaz de ser i?;regnado gatisfactorial
mente sobre o en el material portador asbmorbsnte puede uti
lizarse. Ensayos representativos entimdticos y no enzimfti-

1

cos que pueden mer impregnados sn un material portador absor

bente y usados para ensayos de mancha par; inglusién en tar
! )

jetas de ensayo bara la funcién de un Srgano especifico inclu-
yens pars el rifién, la combinacién de enmsayo pars, transani-
nasa, oxsloaeético glutdmica, deshidrogenasa ldctica, coli-
nesterasa, nitrégeno de 1a urea de la sangre,Ay creating;
para ol higado, la combinacién de ensayo param, nitrégsno de
la urea de la sesngre, tranauminus; oxalomcltico glutiniéo,
bilirubina, proteina total, albdmina, fosfatmss mlcalina y
tranepeptidadn glutamilica; pars ;1 corazén, le combinacidn
de ensayo para, deshidrogenasa lictica, transaminesa gluté-
mica, creatinas fosfoquinamsa e hidroxibutirato de deshidroge-]
nesas para el pancreass, la combinacién de ensayo para,
pldolasa, transaminasa oxalomcético plutémice, mmilama y
lipasa.

Se notard que algunos ensayos pueden uti-
lizarase en una combinacién diferente para ensayur la funcién

de mds de un dérgano. Sin embargo, debe.recalcarse que es la

particular y conocida combinacién de enseyos mobre una dGniec

tarjeta para un 6rgano en particular lo que forms la esenci
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" 1a fosfoquinasa creatina del suers (CPK) es de valor para ol

-8«

s
!

de estn invencién, y no imports gue cualgquier ensayo o ensa-
yos en particular aparezcan sobrsa diferentes tarjetas des an-

sayo de funecidn de un brganoc. Por ejemplo, la actividad de

diagnbéstico de enfe}medudeq del esqueleto de los misculos -
cardia?os- Se hallan valores dlqvados en el infarto de nié-
cardio y en la enfermedad muscnular progreéiva on chicos en
la distrofia muscular del tipo pPuchenne., LOS aumentos de OPK
se han rerortado tambien en hipotﬂr;idiamo, en algunos pa-
cientens con enfernedadaesn corebrovaucﬁ#arau, en ciertos desor
denes pulmonarss, y en otras enfermedsdes. La actividad de
transesinasa oxalosc8tica glutémica del sueroc (SGOT) es cli=
nicamente Gtil para reconocer una variedad de condigiones. -
Valores elevados de SGOT ocurren como éontiﬂuacidn de un dafic
en:el higado o en las células del méisculo del corazén. Fl ind
farto de mioeardio, hepatitia} mononucleosis infecoiosa, y
cirrosie son rlgunas de las condi;ioneu que caussn elevados
valores de SGPT. La trensaminase glutémico pirfviea (SGPT) L
clinicamente mignificativa nara el diagnéstico de la enfer-
me~dad hephtica aguda més especificamente que los niveles de
transaminasa oxaloac8tico glutémica. Se producen elevados va-
lores de SGPT en hepatitis. infecciosas o téxicas, mononucleo-)
sis inchcioaa; y cirrosis. La concentracién de SGPT es mode=-
redamente elevada en la ictericia obstructiva, carcinoma me-
tast8tica y congestién hepftica. La actividad de la @ ~hidroe
xibutirato deshidrogenssa del suero (HBD) es de valor para el

diagnéstico del infarto de miocsrdio., Los valorees elesvades de

HBD son més especificos que ya sex los de LDH o SGOT para el

infarto de miocardio, y la actividad HBD oermanece elevads =

pars perfodos mas largos despubs del infarto. El lactato de
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V hepatitis, y complicncién metastdtita del higado. Es tambidn

.

deshidrogenasa del suero (LDH) s2 elevada en muchas condiciow

nes clinicas, por sjamplo infarts de miocardio., La motividad

enn 6l suero de LDH se ve tambidn aunentada en 1n oirraiiu,

elevada en los casos de embolismo pﬁlmonar, anenia megalo~
bléstica, distrofia muscular progrediva, y enfermedades rena:
les destructivas, =

Otros ensayos bioquimicos, spropiadamente

agrupados para determinar la funcién dé un érgano eapecificol

puedsn Ber tambien utilizados como enanyoh de mancha pars -

inclueién en tarjstes de snsayo para la funcién especifics 4
un érgano, ys que la presente invenciédn no consimte en un -»r
ensayo de mancha en particular si no en la agrupuciéy de en-
nayos. de mancha 2obre una tarjeta de ensayo individual que
es indicativa, en combinscién, de la funcién de un dérganc de
mod& que el érgano en particuler puede ser conirolado y la
snotacién de su funcién se pueds mantener en la misma tarje-
ta. Los fluidos del cuero; contemplados incluyen singre, -
suero y plasma. Sin embargo, el fluido del cuerpo e&n partiocup
lar ussdo para activar un sistema reactivo seco sn particulal
puede depender, por supuesto, del érgano en particular a aser
ensayedo y del sistems remctivo enlparticular o del ensayo
de mencha involucrade. Los érganos contemplados incluyen el
higado, corazén, rifién, pancreas, préstata, pulamén, grandu-
las suprarrenales, timo, pituitaria, y cualquier otro érgeno
cuya disfuncién pueda detectarse msdiante medios quimicos y
bioquimicos indicadores de las condiciones pataégicas.

El control de comparacién de color sobre

le tarjeta de enmsyo de funcién dsl érgano pusde .represen~

tar el color que se consiguas para un resultadc de ensayo bajpo,

.
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lar, y comparar el color de cada indicador con el correspon-

10~

normal o eievado, Pueds contener una gama gradusda de compa-
raciones de color, o puede calibrarse en tdrminos de concen-’
tracibn o escalas de concentracién. Los controles de compa-
racibén de colar estfn hechos de tepel, o similares, gprOpia-
damente coloreados pare repreeonéar el color que se consigue
en ceda ensayo, ya ses normel,-elevado o bajo o como sen.
Otro aspecto de¢ estim invencidn contempla
un método para la determinacién de 1la funcién de un érgano
o el sstado & partir de la concont;ac{kn de varios constitu-
yantes bibqui-icoa Y quinicos de la sangre, o similares, usap-
do la tarjeta de ensayo de funcién del 6rgano antes mencio-
nada que comprende poner en contacto cada indicador de ensa~

yo de diagnbstico sobre diche tarjeta con msangre como simi-

diente control comparador de color en dicha tarjsta para oa-
ds indicador,

“son realizaciones ilustrativas de la é{o-
sente invencién las que se explican con referencia a los di-
bujos que se acompafisn en los cusles;

La figura 1 es ﬂna realizecién de la pre-
sente invencién que representa uns tarjeta de ensayo de la
funcidén del higadoj

La figura 2 es una ampliacién del compare-
dor de color gradusl 18 para el ensayo de mancha 11 mostra-
do €n la figurs 1

La flgura 3 es una realizacibda de la pre-
sente inveneién que representa una tarjeta de ensayo de 1&
funcién del corazbnj

La figura 4 es otra realizacién de 1a preJ

sente invencidn que representa una terjeta de ensayo de la
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de 1a funcién del higado. Cada ensayo de mancha 11 s 17 enth

-1lw

funcibn dql'higado.

Una tarjets de ensayo de la funcién de un
Grgano que 1ncluye la 1nvencién, Y] decir, ls harjeta de en-
sayo de la fundién del higado, se 11uatra en la figura 1, y
comprende una tarjets de enSayo dlel higade 10 de materisl
apropiado tal como ung tarjetas da fibra.revoatida con pliatiu
co. La tarjete de ensayo del hfgmdo 10" contienes uzete enmayo
de nancha sobre la misma, es dedir ensayos de menchas 11, 12.

13, 14, 15, 16 y 17, siendo cada eneayo de mancha indicativoe

elaborado con un maeterial portadar absorbente tel como apel
celulésico apropiadamente colocedo sobrs una tarjeta de en-
sayo del higado 10, y estando cada portador absorbente sobre

el mismo impregnade con el residuo Seco de un material resc-

tivo de cembio de color diferente, conteniendo cads uno todols

1

" los reactivos necesarios para un ensayo del higedo en partiou=-

lar, Los onsafos de mancha del hig@do 11 a 17rcontionenbcuda

Uno sostemas reactivos que cambian el color capaces de detss
tar por el cambio de color lam concentraciones de varios

tonstituyentes de suero indicativos de le funoilén dql higado

]

¥) en combinacién, proveer un medio para doter;iﬁar, peftilJ
Y controlar la funcién del higado, y por conmiguiente aligsf,
iadoﬁdol higado mi=mo, con relacidn s los parfmetros bioguis
micos y quimicos indicadores de varias condiciones patolégie-
Cam. Lom controles comparadores de color 18, 19, 20, 21, ?2.
2?3 y 24 estén cada uno montados gradualmente en una tarjets
de enemayo del higado 10 entre los veéiigiou 25, 26, 27, 28,
29, 30 y 31, ondm uno me mueve librements hacis y desde al

Ber tirado o empujado y se anlica a los apéndices 32, 33y 34y

35, 36, 37 y 38. En la figura 1, hay un control comparador

.
! ]
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ds color correspondiente 18 a 24 parys cads enggyo de mancha .
11 a 17. Los controles comparadores de color 18 a 24 no son
standards, pero sastin elaboradas para representar unz gams
de sombras de color representativas del color que se obiiene

para los resultados de ensayo dertiro de las gamms especifics

des. yada ensayo de mancha 11 a 17 tiene su propio contrwl

conparador de color caracterfistico para cada engayo 6n par-

1 i

ticular. Los ensayos de manchas en particulsr 11 a 17 momira

dos en la figu{a 1 sons 11, traneaminasa oxaloscético giut&-
mico del suero (SGOT); 12, nitrégenoc de 1a urea de la sangre
(BUN); 13, bilirubina (BIL); 14, protefna total (TP); 15,
albimina (ALB)j 16, fosfatssa alcaling (AP); ¥y 17, trans-
peptidasa gamme glutamflica (CGT). Todos estos ensayos son
indicedores de la funcién del higado, y en combinacién, pro-
veen asesoramiento sobre la funcibén del higado y el estado.
La figura 1, se ha se&imlado solemente el control comparador
de color 18 pars representar una gama de las sombras de co-
lor y con une escals de concentrﬁcién 39. sin embargo debe
entenderse que cada control compsrador de color 19 a 24 tie-
ne su propis gama de sombras de color 40-45 y ascala de con-
centracién de maners similar s la del control comparador de

color 18,

Le figurs 2 ea una versidn ampliada del

conirol comparador 18 sara el endayo de mancha ll, que mues-

tra mde cleramente 1lap comparaciones de color y concentra-

ciones conectadas con ol migmo.

Con referencia a la figura 1, en uso, una

gota del suero del paciente as apliéado a cada ensayo de -

manchs 11-17. pespués de unos pocos minutos, el cambio y/o

intensgidad del ¢olor en los ensayos de mancha 11-17 es empa-
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. muestra de suero. El resultsdo de la combinecidn de los en-

w] Jou

rejado con mu correspondients control comparsdor de color

{ . .
18-24 pare une lectura visual diresta por qllnaacyén §01 -

contrel comparador de color 18-24 junto a los'cﬂr?009054i0n~
tos enaayo? de mancha 11-17 con aplndicos 32-38. Besado en

la respuesta del coior, puede determinarse ffcilmente la cani
tidad de nitrégeno en la irea de la sangre u otro conqtitu-
Yente (de los otros ensayos de maﬁchasil La inteﬁsidad del

color es proporcionsda a la cantidad de constituyente en la’

snyos del higado de una indicacifnde la funeién del higado y
el estado, con relacién a los p;réuetroa bioquinmicos indica-
dores de varins condiciones patoldégicas del higado.

La figura 3 representa otra realizacibn. de
le presente invenciln, une turjotaﬂée énsayo do la {unqiﬁn
del corazén 46, En la realizacién de la figura 3, lok controt
les comparsdores de color 18-24 de las figurah lyo@2 est&n_
resmplazados por les manchas de control de coipafacidn db:.
control 47-50; estando cada mancha de color coloreads pafa
acercarse al color normal, es decir el color quo:ae obtiene
cusndo una gota de cuero normal es colocada ‘en el‘correaboni
diente ansayo de mancha 51-54, xn uso, una gota‘dd-uudro dei"‘
paciente es colocado mobre cada onuayp de mancha 51-54,,395;»-
pués de unos pocos minutos el color del ensayo de manoha;Si;
54 es comparado con sl correspondiente control conparaaor
de color normal y adyacente 47-50. Si los colores colbinnﬁ,
el sanyo es negativo. 5i el color no conbine pusde hallaree
frente a una disfuncién del corazén y debe llevarse a cabo .
ensayos adicionalens. |

Le figura 4 represanta otra reslizacién

de la presente invencién, una tatrjeta de snsayo de la funci&r

L
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del higado 55. En la realizacién mostrade en la figura 4,
la tarjeta‘de ensayo de la funcifin del higado 55 eatf dobla-|
da hacia abajo de la misma de modo que contiene dos capas,

1a caps superfor 56 y la capa inferior 57. La capa superior
56 tiene cinco orificios elaborados en la mimma, siendo los
limites oxternos de cada orificio 58, 59, 60, 61 y 62, sSobre

1a capa superior 56, alrededor del limite externo 58, 59, 60},

61 y 62 de¢ cada orificio, hay un frea de una gama ds8 concenw

rg cada ensayo de mancha en particular sobre la misma, a lai
cuales se describirén. La cepa inferior 57 tiene fijsda so-
bre la misma los ensayos de mancha 68, 69, 70, 71 y 72 los
cuales esthn alineados en el centro de cade orificio limita-
do por loe limites externos 58, 59, 60, 61 y 62, y acceaible§
e través del mismo., LOp ensayos de manchas 68-72 son tambiaen
pccesibles desde abajo de la capa inferior 57, ya que ta1{

como se sefialard, el suerc se aplica a los ensayos de manzh
68-72 desde abajo de la tarjeta, tal como se sefinla en la

figura 4. En la capa inferior 57, alrededor de lm periferia
de los ensayos de mancha 68-72 y extendiéndose hscia fuera

do laes mismas hata el 1{imite externo 58.62, astdn loa cone

troles de comparaciédn de color 73, T4, 15, 76 y 17 de gradu%-
¢cibn de colores o intensidades correspondientes a las unidad
des helledas en gamas de concentraciones del afes 63-67 de
le ¢apa superior 56. (on referencia s la figura 4, en uso,
la tarjeta de ensayo 55 me da vueltia y ae coloca en la parte
de abajo una gota de cuero en cadas mancha del ensayo 68-T2.
ge obtiene una mejor lectura del color, debido a la nigra-

cién y otros factores, Y ol suero &e anlicm de vsta manera.

La tarjeta de ensayo 55 gse da vuelts nuevamente, tal como ex

e
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de manchs 68.72,1a intensidad del color del control compara~-

- unidades en el dres de la gama de cohcehtracién correspon-

_COlor para cada ensayo del minmo,'La Tabla Y indica tanbién
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ln figura 4, y una ves desarrolado jel color en los ensayos

dor de color correspondientes 73-77 que rodea los énsayos de.

mencha 68-72, y una concentracién de lecturs tomada de las

diente 63-67 en la capa superior 56,5La concentracidn puodg

8rnotarse en el eepacioc proviasto en 1;';apavauporior 56 debax«

Jjo de cadm punto des ensmayo. 4
Le Tablae I proves infornaciﬁn adicional

pera los cineco ensayos moati&doa en ls figura 4, e indica sl

tres ensa}oa adi?ionalea, informacién sobrs los nmismos, que -
puede agregarse s la tarjeta de ensayo mostrads - en ia figura-
4 para llegar a lo= ocho epiayoa de 1ln tarjata.de 6naa&§ de
funeién del) higado.

Los eiguientes sjemplos iluztran adioional-
mente sobrs las tarjetas deltqa;yo de la funcién especifica
de un érgano con los puntos d? ensayo involucrados y la qui-

mica que se incluye en los mismos,
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Tarjmta de Ensayo de la Funcién del Higado de Cinco y

Ocho Ensayos

Tarjeta de cinco Znssyoss

Gradc Numérico

Ensayo Rojo Normal Elevedo Unidades Gems de Color
Bilirﬁﬁina 0-0,5 0,4-0,7 2-8 mg/100 ml Rosado-Rojo ocscuro
~Fosfatasa alcaling 0-40 30-70 140~-250 nli/ml Lavanda-plrpura
Deshidrogenasa 1£ctim 10-50 60-130 250-450 mij/ml Rosado-Ko jo oscuro
Transaninesa glutdmica 0-15 10-40 120-200 =mU/ml Amarillo pdlide
oxalo-ac8tica del suero Anerillo oscuro
Trannaninass gutfnica 0-15 15-30 40-90 U/ml Rosado-Ro jo oscuro

pirfivica del susro
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TABLA I (contiduacién

Greado Numérico .
Ensayo Bajo Normal Alto Unidsdes Gama de Color
Tarjete ds ocho ensayos:
Glucosa 40-80 85-110 200-400 mg/100 ml-  Verde pélido
Verde opcuro
Proteina total 35 5«7 6-8 ¢/100 @l Celerts
, Azul oscuro
Albdmina P-4 3-5 4-6 G/100 ml Verde pflido

Yerde oscuro
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EJEMPLO I
Tarjeta de Ensayo de Funciébn

del Correzln

; Eate ejemplo ilustra una tarjeta de enaayo
do la funcidn del corazén que cortiena cuatro puntos de an-
aufo separados sobre ls misma loz cuales en combinacién, son
indicativos de 1a funcién del cérazdn y el eutAdo. Los pun-
tas de ensayo incl#yen en este tarjeta de la fundidn del co-
razén dos ensayos para deahidrOgana;a del lactato (LDH), un
ensayo parﬁ fosfoquinasa creatina (CPK) y Qtro ensayo pars
itrensaninesa oxaloacética glutémicsa d;l.suoro (5GOT).

(1) snsayo de peshidrogenasa de Lactatd Yy Portador Absorben-

te para el mismo.

Los detalles para este enkayo de d;ahidro-
gonasa de lactato, materiales portadoroa absorbentes qus -~
pueden a}r impregnados con todos los roaciivoa de ensayo ne~
cesarios involucrados y el m&todo para la preparacién de loal
materiales absorbentes impregnados est&n todos indicados en
la solicitud de patente norteamericana Acta N® 414,035, pre-
sentada e1-8 de Noviembre de 1973, que se incorpora aqui co-
mo referencia, |

Brevements, este ansayo de ﬂeahidroéenaua
de.lactato comprends un material portador absorbente (papel
celulbésico) qus contisne aobro el mismo: el residuo meco re-
a#ltante de su impregnacidén con una sal de trazolio, un pre-
ventor de efecto cromatogréfico, um antioxidante, diafdrana
¥ una mezcla de sal de lactato nicotinamida-adeninsdinuclosi.
da-81lcali. Lo siguiente sirve para.iluatrar una realizacién

enpecifice del mismo.

Papel celuldmico comercialmente aceguiblae
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ds 200 mm cusdrados, 0,04826-0,0,052070 c¢cm de espesor, de
Erosor, 245-25% g/m2 de peso, que tiene una sbsorcibén de 9-
0 sec usando 0,1 ml de agua de.acuerdo con YAPPI snsayo
T432 y que se expande meno; de 2,5% en direc¢idn entrecruza-
ds al ser humedecido con apgum me katura §on une solucidn que
contiens 0,19 partes de cloruro de 2-(p-iodo£enii)~3-(p-ni“
trofenil)-5-fenil-2H-tetrazolio (INT), 0,063 partes de polio
xietileno (20) Ster cetflico como agente humectante, y 0,50
partes de Acido polimetacrilico difuslto en 100 partes de
agua, pH 7,5. El papel tratado asi Jo aec; ;ﬁ }acio a tenpe-
retura ambiente (26%¢) en la oscuridad y se sumerge en una
segunda soluecién que contiens 1,0 partes de dilauriltiodi-
propionato anti-oxidante y 100 partes de hexano. kste papel
s nuevamente secado y sumergido en una tercera solucién que
contiene 0,09 partss de diaforasas, 20,0 partes de maltosa Yy
0,54 partes del mismo agente humectente disuelto on‘loo par-
tes de regulador de pH 0,05X tris, on decir, 2-amino-2?(hi-
droxinetil)-l,)-prop;no, diol pH 7,2. El papel multitratado
88 Beca y se le agrega un cuarto recubrimiento, compuesto de

0,08 partes de nicotinamida-adenina dinucle8tido (KAD}, 0,02

partes de agente humectants adicional y 0,84 partes de lac-

tato de litio en 100 partes de agus, pH 8,8. El papel se me-

ca nNuevamentae.

(2) Ensayo de peshidrogenasa de Lactato y Portador Abmor-

bonte para el mismo.

Los datalles pars este ensayo de deshidro-
genass de lacteto los materinles portadores absorbentes qus

pueden mer impregnadoa con todos los reactivos de ensayo ne-

cesarios involuerados y el mftodo paras ls preparacién de loa

meterinles absorbentes impregnados estdn descriptos en 1la

kY]

-
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patente norteamericnnn Acta N% 414,034, Drnuoﬁtnda ol 8 de
Noviembre de 1971, que se incorpora equi como ryfersncia.

Brevemente, esle ensayo de lactato de des-

hidrogenasa coipronde un material portador ebsorbente (papel

celilésico) quu tiene diaforass unida covalentemente a un

edherido sulfitado de ligaduras cruzadas hidrof{liceo, o po-

limero de cetona disparsado a travée de log intersticios del
mismo que contiene el residuo seso resultgnte ge lg impreg-
nacibén- del mismo con una sal de lattato alealino, niootina-i

mida-adenina-dinucleétido y una #sal de tetrazolioc. Lo siguien

T
te sirve para ilustrar una realizacidén especifica del mismo.

Ao Solubiligacidn de Poliseroleina |

A un recipients de reaccidn adecuado pro-
visto de agitador, condensador, termémetro, emtrsda de gas
de nitrogeno y un bafio de temperatura constante mse egregan
344 parteg de metabisulfito de modio en 2400 ml de agua dea-
tilada, Se ajusta el pH de esta molucién a 5,6 con oM ds
solucién de hidréxido de sodio y 300 partes de poliaocrolel-
ne finamente dividida son agregados al mismo. S deja pro=
seguir la reacci6n bajo un mento de nitrégenoc a 659C, hasta
que se forma un- aducto claro, viscoso de polimcroleins so-
luble en agua. La reaceién se enfrfm y me almucens.

B. . Estrecruzamiento de una Poliacroleina

Soluble,

A un recipients de reaccibn de vidrio ade+
cuado equipado con agitador y entrada de gas de nitrégeno
88 agregan 2500 ml de un aducto de bisulfito de poliaoroloi¢‘
na producido antes en 4000 ml de agua destilada, La solucidn

se agita puavemsnte Yy Be agrege gota a gota en un periode

de 4 hr 200 partes de l,6-hexameti lendiamina en 400 ml de
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pgua destilada. I polfimero de ligaduras cruzadas amarillo
mne forma en sumpensiln y me caplionta a 607C bnﬁo mu;to—QO
nitrbgeno pesado durante 10 min y luego se enfria hasta tem-
peratura ambiente. Rl polimero so filtra a través de estope~
1la, se coloca en un embudo Buchner y se lava ooncionzudai
mente con agua. El polimero de ligeduras cruzadas es luego
suavemente mezclado con diez veces su volumen de agua duran-
18 i5-20 min. y se dejp permanecer 20 min, y se filtra. Bl
procedimiento de levado se repite hasta que el pH de los la-
vado; estd entre 6:5 y 7,0. £l aducto s8lido em luego suave-

mente mezclado durante 20 min con fosfato diédico 1,0M

ajustado a pH 6,5 y se lyva con agua destilads.

Ue Preparscién de Papel que contisne Diaforasa

Ligada

A un recipiente de reaccién adecuado ae
agroéﬂ 0,1 parte de diaforasa y 80 ml &e regulador de fosfa-
to (0,1M3 PH 7,2)s Se dejn reposar la solucibén en el refri-
gerador sin agitacién durante 30 min., La enzima es luego
completamente disuslta por ggitacién. En un recipients msepa~
rando B8 mezclan 2,0 nartes de la poliascroleina moditicada
preperada entes con 50 ml del mismo regulador fosfato. Deas-
pués de agitacién durante 10 min, me resjusta el pH a 7,2
con hidréxido de sodio 0,1IN. Los contenidos de ambos reci-
pienteu se ngzclan luego y se dejan con agitacién suave du-
rante una noche a 40%C. El aducto enzimftico se filtre luego
y 88 lave con copioses cantidades de agua desionizada. Se
j1ogran rendimientos ligantes de +S~97% usando sste método.

Pulpa de 50/50 Albacel/Astracel (copéontra
cién 2,6 g/100 ce.) me lava con agum y subsiguientements con

metenol pars eliminer cualquier sulfito residual y luego ns
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seca. A 10,0 partes de 14 pulpa resultante se asrégan 2,0
partes del aducto de enzima hfmedo an un recipiente de mesz-
clado adecuado. Se mezclpn los 1npred10ntes durante 5 min.
se agregna ‘hielo n la mezcla pars nvmtnr lan formacién de am=
lor. La mezcle 86 procesp luego on una eaterilla de papol
de aproximadaﬁente un espesor del papel del filtro comdn y !
‘de un di&mejro de 15,24 cm en un molde briténico menual de
lémine British Hand Sheet Mold, Kl p;g;l.ue éecu an vaclﬁ
sobre un secante durante 16 hr. La hoja resultante es luego
recuperads.

El papel para ensayo preparado anten, se
satura con 100 partes de una solucién acuoma que contiene
0,7 partes de fcido polimetaorilico, 1,0 partes de regulador
tris, en deci;, 2-ahino-2-(hidroxiﬁetil)-1,3-propanoqiol,
20,0 partes de d(4) maltoss, 0,025 partes de polioxihti}eno

(20) &ter cet{lico, 0,08 nartes de nicotinamida-adenina dinu

cleétido (NAD), 0,16 partes de / eloruro de 2-(p-iodofenil)
-3-(p-nitrofenil)-5-fanil—25-tetrazolio~7 (INT), 0,5 partes
de p-dimetilaminonitrosocbenceno i 1,5 partes de unms moluciédn

al 60% de lactato de litio, todo a un pH de 8,6. E1l papel

la oscuridad.

(3) ' Ensayos de Fosfoquinass de creatina y

Portador Absorbente pars el minpo

Un portador absorbente compueuto de tres
capas o8 necesario para esté enBayo,

uspa Uno; Esta capa superior ge prépara gumergiendo un fil=-
tro de membrana Metrical GA~3 en una solucién que contiens

120 mg de fosfato de creatinina (CP) ¥y 18,5 mg de difosfato’

de sdenina (ADP) todo en 2 ml de 0,1M tris regulador de pE
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7,5, seguido por secado en vacfo en 1ln oscuridad a tempera-
tura amhiante.

Capa Dos: Ema capa intermedia se -repara sumergiendo papel
de filtro Whatman N? 42 dn uns soluéi§§ que contiene 54 mg
de glucosa, 45 mg de trifosfopiridina nucleétida (TPN), 2

g de d-maltosa, 1,5 ml de suspennsibén de hexoquinasa (HK), ¥
1,5 m1 de deshidrogenasa de glucosa~6-fosfato, todo disuelto
en 7 ml de un regulador de 0,1M %ris ée py 7,5, qus contg;-:
ne cloruro ds magnesio 10”2M. Se Bapara nor secndo el exceso
de liquido y se seca ol p;p;i tal como me indica para la ca-
pa uno bajo vaclo.

Cepe trem: Se nrepard esta capa inferior formando una pelicu
la de 0,0762 cm de espesor con una sclucién que contiene
5,0% p/v de matilcelulosa, 0,2% p/v ds cloruro de 2-(p-io-
dofenil)-j-(p-nitrofenil)-S-fenil-ZH—teirazolio (INT) ¥
0,005% p/v de metosulfato de fenacina (PMS), acidificada a
un py de 4,0. Esta pelicula soluble en agus se molded sobre
una superficie de vidrio y en oscuridad total.

El papel de CPK compuesto se fabricé po-
niendo tres cuadrados o circulos iguasles de las tres capasm
descriptas antes una directamente sobre la otra, con la capa
tres en la parte inferior, la capa dos en e]l medio y la capa
uno encima.

(4) Fnsayo de Transaminasa tlutémico Oxaloach-

' ' tica y Portadsr Abmsorbente para el mimsmo,
Lom detsalles para el ensayo con iransami-

nasa glutfmico oxnloncédtico de ewte ejemplo, loa materinlaes
portadores absorbentes que pueden impregnarss con todos los

resactivos de ensayo necesarios involucrados y el método paral

la preparacién de los matesriales absorbentes impregnados =me
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el 14 de piciembre de 1973, que we incorpors agui como refe-

"impregnacién del mismo con varios materiales reao tivos.
"ocon doido L-asphrtice y ha aido K=ncetoglutdrico y;ul otro
ilustrar una roalizaomén sspecifica del mlsmo.

ke \ Preparacién de uns Uapa'gbsorbente de pcid

. eon una solucién de doide élorhidricp'o,éln,-seguidoApor Qn-v

-24a.

indican en la patente norteamericana N® 424.971; presentaaa
B |

rencia.

" Resumiondo, el ensayo do transaminasa glue

thmico oxaloachtica.de sste ejemplo comprende un par de mate+

rieles portadores abeorbentes tales comopaleles celulésicos

que contienen en el miamo el residuo ‘seco regultanto de 1a

Unc de los papelep ha contenido en ol ni g=

mo el rcuiduo B600 qua ranulta de 1lg impregnacién del mismo

papsl ha contanido en el mismeo el reaiduc ssco raaﬁltanta de

ls impregnacidn con sal de diazonio. Lo siguiente sirve p&ra

Uns baxda de papel N® 3 Enhtnran' se prelava

5uague con agua destlilada y secado en sire. pl papesl reaul-
tante so sumerge on regulador de pH mcuomo de fosfato 0,15M

(K,HPO, )y PE 9,0, que contiene 0,05 molar de ﬁcido,L—aupQr-

tico, 0,01 mqlér de Acido cL-cetog}ut&rico ¥ 0,1% do un agent
te humectan£g de 8ter polioxietilen lauriflioco cﬁmeroialmento'
acoguible, Despubp de>repoaar en asta eéluoi&n durants 5 nin.
Se Beca el papél;fpbteucurre el exceso ds 1{quido y el papel
86 peca en un; corrientes de-aire frio, '

Be Preparacién ao ls Capa Absorbente de

Duazonio

Une bande d6 .papsl Wheatmen N? 3 prelaveds

tal como se ha indicado arribe se sumerge en une soluocién

acuosa ‘que contiene 0,3% de uns sal de diazonio, clorhidrate



10

15

20

25

30

de 2-metoxi~4-banzamido~5-metil-diezonio, 0,1% del agente hu-
mectante antes aencioando y 3,0% de almidén soluble, gl &1-1

|

widén se agregd sl agua y la uugpenui&ﬂ resultante hirvid y |
luego se enfrid antes de agragar el nitmo el compohente de |
dimzonio. El pH final de 1la aolucién se sjustd luego a 4-4,5
con &cido clorhidrico diYuido. Después de reposar varios mi-
nutos sn esta solucién, ne sacd la banda tratads. éo escurrild

el excesa de solucién y se sech la banda en vsclo en la om-

curidad.

f

Ce Unidén de las Bandas Componentes

La banda con fcido antes preparada (4) es
preracubierta con une peliculs de 5 mm de espesor de molu-
cién de acetato de celuloss que comprende 10X de acetato de
celulosa disuelto en acetato etflico ¥ que contiens 0,1¥ dsl
ui emo agente humectante descripto antes. La banda e seca
al aire y se agrega un segundo recubrimiento de la mimma so-
lucién adhesiva a 1lea banda y, mientras estd todevis hiémeds,
es apretada Bobre la banda con diazonio (B.)e Preparada an-
tes. Las bandas 86 colocan entrs dos placas de metal planas
y se aplice & las mismas una leve premidn ( ~~_~ 15 lbs) @
las mismas durante aproximadaments 15 min, Lae bandas liga~
das resultantes se separan de los placams y se colocan en -
una corriente de aire (en 1a oscuridad) pars eliminar los

fltimos vestigios de solvente adhesivo.

Preparacién y Uso de 1a Tarjota de Ensayo

pere Determinar lam Tunciédn del Corazdn.

Une poreién de cada uno de loa papeles im-

pregnados con remctivo preaparados tal como en (1), (2), (3)

y (4), es cortada o perforada en discos ds aproximadamente

1,27 cn de difmetro,

siendo cada uno de los discos para cada
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: riog para los énsayos (1), (2), (3) y (4) anteriores, estl

Y A la que se ha deaignado una tarjeta de snssyo de la fun-

" sultados del ensayc de color ya sean elevados o bajos empect

‘ficos para su correspondisnte digdeo de ensayo. Cada uno de;

~algo de color en oade uno.

_ensayado sobre ceda uno de los cuatro discos de ensayo im-

dad del color desarrollado en cada disco de eneayo es pro-

el snsayo (3) y 8G0T, ensayo (4), Dresents en la muestra de

26
punto de onsayﬁ, pare un total ds cuatrondiscos, es decir,

S

cads uno de lol dimeos contiene 3todos los reactivos necess-

apropiadamente montado mediante un material adhesivo sobre

una tarjete de enseyo compuests nor un materisl celulésmico

éidn del coreazén, tenigndo un cuidado dé dejar espacio mufid

cientd ontre5eadaAPno de lop custro discos de unuayﬁ qarq'adi
disco de control d; color corrsspondiente, En la mimsma tar-
jeta de ensayo en relacién préxima edﬁre cada unO'db lon euﬂ-'
tro discos de ensayo, se hallan colocados median}e uh_a#ko-
eivo, trem discos da control comparador de calor ﬁara cada
uno de los ocuatro discos de ensayo siendo cada uno de dod

discos de control de aproximadamente onefourth inch de did-

meiro y de apropiadaments coloreado para representar los ro-l

loa custro discos de ensayo impregnados secos son en au ﬁa-u

yor parte incoloros, sin embargo, pueds hallarse presente
%n uso, ge coloca una gota desl suerc g éer

pregnades con resctivo y ocurre en cede uno de ellos uns -
resccifn de color o cambio, yna gote de susro agregada al -
disco de enmayo. (1) de un color rojo, el disco de ensayo (2)
un color wioleta-rojizo, sl disco-de ensayo (3) un'color'ro;

jo y el disco de ensayo (4) un color rojo pardo. La intensie

Poreional a 1a cantided de Lph, los ensayoe (1) y (2), gp,
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suero, El clinico o técnico luege compara simplemente la in-
tensidad de color para cada discc de snsayo que resulta, con.
los correspondientes discos de centrol comparador de color

adyacentes al mismo pars verificar si Ya actividad del LDH,

CPK y SGOT del suero que =se eaté.ensayando es normal, seleva-
dn o bmja. De esta mansrs, puede obtenermse una indicacién de:
la funcidn del corazén y su estado presente. Si el resultsdc
del enmayo es demasindo elavado o demasiado bajo, pusdeén sor |
indicedos ensayos adicionales.

En los enaayom (1) y (?), ﬁﬂﬁ vez que ae ha
ag?ogado sl muero al indicador de ensayo, la doshidrogenassa
de lactato del mismo produce una reaccién que da como resul~
tado la reduccién de la sal de terrazolio y la formaciébn de
un indicador de color rojo. kn el ensayo (3), la fosfoquinasme
de creastina en el suero reaccions con el indicador de ensayo
para formar una mancha de color rojo. En el ensayo (4), una
vez que la transminasa glutdmico oxaloacético del suero ha
sido agregada 8l indicador de aensayo, la transaminasa g%uti-
nico oxaloac8tico del mismo produce una reaccién que sventual
mente da como resultado la unibén de la agl de diazonio, es
decir la formacién.de un indicador coloreado. En el ensayn
(4), el color del indicador varia generalmente entre marrén
rojizo lo cual indice un alto contenido de transaminasa glu-
tfnico oxaloacético en el suero de ensayo s marrén-amarille
lo cual determina un contenido de transaminesa glutémico
oxnloacético normsl.

Tarjeta de #nsayo de la runcidén del Higndo

Ente esjemplo ilustra una tarjeta de ensayo

de 1a funcién del hfgando que contiene tres ensayos de manchasg

’
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diferentes sobre la misma lg cuax, e; combinacifn, indics la
funcibén del hfgado, es decir los ensayos para transsminsst
glutémico oxaloacdtico, bilirubink y fosfatass alcalina.
(1) e Ensnyo de Trancaminasa Glutémico (xnloacé-

tica del Suero y Portador Absorbente Para

el mismo

Los detalles de este 8nsayo, los portado-
res absorbentss que pueden imp?agnaraa con todos los reacti-
vos de ensayo necesarios, el sistema reactive imvolucrado ¥
un método parazla preparacién de los materiales portadores
absorbentes impregnados se deacriben en la patents norteama-
ricana Acta N® ﬁ?4 971, presentada el 14 de chlambre de

1972, la cusal éo incorpora aquil como referenéla, y el Bjempl

&

1 de la mispma.

(2) Ensayo con posfatasa Alcalins y pPortador

Absorbente peare sl mismo.

Kis detalles pera ol enmayo con fosfatasa

alcalins de sste ejemplo, los maleriales portadores absorﬁen
tes que pueden impregnarse con tudos los reactivos de ensayo
necesarios involucrados y el métcdo para la preparacién de

los materiales absorbentes impresnados se describen an la = .

solicitud de patente norteamericsna ACta N? 424,970 presenta
da el 14 de Diciembre de 1973 la cual se incorpora aqui como
referencia. A

En resumen, ol ensayo de fosfatasma slcalinh
de este sjemplo comprende un par de materiales abmorbentes,
uno de los cuales contieﬁe en 8l mimmo el rdsiduo meco que
resulta de la impregnacién del mismo con un fomfato de Aaf-

tilo o un fosfato de monofenilo y el otro contiena en sl -

miemo el residuo ssco regultante de la impregnacibn del mismb
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con una mal de diszonio, Lo miguiente sirve para ilustrar
una realizacién especifica del mismo.

Ao Preparacidn de la capm absorbsnte de fos-

L XY

fato

" Uns banda de pupel N? 3 Xhatman se éretra»
ta con fcido clorhidrico 0,01lN durante varios minutos, se
lav; con agum featilads y se se;n. La banda de papel Eesul-
tantve #e satura luego con una solucién 1,0 molar de regula-
dor de pH des carbonato de sodio que contiene 1,0X de foafatJ
de fcido o -naftilo, 0,1; dé un agente humectante comgrcia1~
mente acequible (éterpolioxietilenlaurilico) y un activédor
de cloruro de magnesio 0,3 micromolar, Kl pH final de la ﬁo-
lucién se ajusta & 12,0 por adicién de hidréxido de modio
5,0N. Los papeles se dejan reposar en asta solucién durante
5 min y luegoe me macan. Se sscurre el exceso de liquido'do
la banda resultante y se-aeca en una corriente de sire ca~
liente (302C).

Be Preparacién de la Capa Abmorbente de

Diazonio

Iyna banda de pﬁpel Yhatmen N2 3 prelavad;
tal como antems, me satura con uns solucibén que contiene 1,0%
de una sal de diazonio, 3-metoxi-4-benzamido-6-metiloxidia-
zonio trifluoroborato, 0,1% del nismo agente humectante usa-
do antes, 3,0% de urea y 3% de almidén soluble. E1 pH tinal
de esta solucidn me ajusta a 4,5 con dcido clorhidrico. Pars
solubilizar el almidén, me momatid m ebullicién una suspern-
sidén del mismo y se enfrid antes de agregerle los otrom com-
ponenteas. La banda resultante se dejé repomar en esta solu-

cidn durante mproximadamente 5 min y me smeé. Ln banda fue

luego liberade del exceso de liquido y se Becé en vacio en
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la oscuridad.

.

Co Unidn gJe las bsndas componentes

La banda de fosfato as{ preparada ss pre-
Tecubre primero 8on un, gppa de 5 mh de espamor de noetato
de celulosn L#$’°E&da en forma de solucién que contiene 10X
do polimero disuslto en acetato de stilo que contiene U, 1%
del sgente humectsnte antes espscificado). La banda resulisn
te se deja y 86 le anlice un segundo recubrimisnto de la mist
ma solucién adhesiva, Hi;ntraa extd todavia pegajosa, Be -
aprietg la banda sobrg le -bandas 86 diazonio prasparade antes
¥y Be °°1‘°°“‘“'1“ dos bandas entre dos placas ds metal planas
56 le aplica una leve presién ( ~—~—~- 15 lbs) durante aproxis;

;
aadamente 15 min. Se segan las bandas ligadas resultantes
do las placas y se colocan en une corrients de pire (en le
oscuridad) para eliminar los fltimos ventigios de molvente.
(3) Ensayo de Hilicubina y Portador Absorbente

para el mismo

Se prepard una solucidén de almidén al 3%
agrégando lentamente con agitacidn 3 'g de slmidén soluble a
100 ml de ague hirviendo. Esta solucién se enfrid a tempera-
tura ambiente y se le agragaron loa'siguientja componentes
en el orden dado: 11,0 g de Acido maleico, 0,2 ml de una so-
lucién sl 10X de nolioxietileno {23) éter laurflico y Y,5 g

deo fluoborato de p-nitrobencen diazonio (NBEF). se prepararon

42 en esta solucibn meguido por secado en vecin en la oscuril

dad.
Preparacidn y Uso de 1la Tarjste de Ensayo

para la runciédn del Higado

Los partadores absorbentes impregnados con
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ol roactivo-final seco preparado3 en (1), (2) y (3) anterio-
res se cortan o parforan en discos (por ejemplo de 1,27 cm)
y se fijsn mobre unn tarjeta de ansayo de la funcidn del hi-
gado. {adn dirco dea anmayo enmth coluc&do aﬁ?ro una tarjetna
de ensayo de la funcidn del higado compuesto de material ce-
lﬁlésico, Adyacente a cada uno do los dimcos de onuﬁyo antes

mencionados estf coloecndo sus dimcos de control comparador

de color correspondientes (tres por cada disco de ensayo) es

pecificos para cade disco de enamuyo, que repreasntan lom re-
sultadoms del enssyo de colg; normal, ele;ado & bajo. .

Se agrega una gota de susro a cada disco
de ensayo (1), (2) y (3) 1o que nroduce una resccién que dg
como ré¢laultade un cambio de colosr, lm intensidad del cua1>
s directaments proporcionades a %a concentracidn del consti-
tuyente particular de suero que ne esti enmayando. Rl ¢li-
nico.o técnicec comparm luego simplemente el color en tada -
disco de enmsayo con sl color en cada disco de control compe~
rador de color corresnondiente para verificar la actividad

dsl constituyente del susro que #e estd enmayando. Low resul

trdcs de la combinacién de los anmayos antmigrea pusden -

usarse pars determinar la fuﬂcibu del higado y el estado. En
el enmpyo de (1), al color del indicador dempués de Ia adi-
cibn de suero generalmente varia entre rojizo-warrén a marrﬂn~
amarillo, en el snmayo de (?2) del rojo profundo lo cual in-

dica un alto contenido del nivel de fosfatsasm anlcalina en

el suero de ensayo a rosado lo cuai indica un nivel de fosfj—

tass slcmlina normel en el ensayo de (3) varians intensidades

de rojo. i
NOTA o~ |

Descrita suficientemente la naturasleza del

‘
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invento, asf como 1s meners de realizarlo en la prdctica, de-
be hacerss constar que las disposiciones anteriormente indi~!

cadnn, aon uﬁuccptiblaa da modificaciones de datalle en cunni

1 .
to no alteren su principio fundakental; tambidn ses hnce cons
tar, que ¢l invento corresponde e una solicitud de patents,
presentada en Norteambrica, bajo 61 nimero 414,749, de fecha

ds 30 de mayo de 1,974, sacogiandose por lo tanto a los benefi-

cios que concedsn los (onvenios Lnternacionales en vigor, -

siendo lo que conmtituye la esencia del referido invento y

por lo que se molicits Patente de Invencién po} 20 aflios -en
Espafia, sobre; PROCEDIMIENTO PARA LAAOBTENCION DE TARJETAS
DE ENSAYO PARA DIAGNOSTICO MEDICO; caracterizéndomse por lo =
aiguiénte:

le, Procedimientﬁ para la obtencidn de
tarjetas de ensayo para diagnéstico médico, para determinar
la funcién o estado de érganos a partir ds la concentracibn
de varios constituyentes bioquimicos y quimicoms de B mangre,
suero o plasma, carac£erizada porque comprende les etapas
de; preparsr indicadores de ensayo impregnande un material
portador ebsorbente con el residuo seco de un sistema reac-
tivo 1{quido cromogénico capnz de cambiar el color en res-
puesta s ls concentracién de édichos constituyentes en dicha
sangre, o similar, cuando estf en contacto con la misma, -
siendo cada uno de dich;s indicadores de eneayo, en comfina-
cién, indicadores de la funcién o estado del miemo érgana;
dotar una tarjets de ensayo de una'piuralidad de indicadores
de ensayo de dimgnbsticos secos y sblidom obteniéndose !eéﬁn
lé etapa anterior t por lo menos de un control de comparsacidn

de color correspondients montado sobre dicha tarjeta saspecifi.

co para cada indicador de ensayo para diangnbstico en la mismh.
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28,- Procedimiento segin la reivindics-

cién 19, carscterizado porque se aplica sobre dicHa tarjeta
por lo menos un control de comparaciég correspondiente esps~
e¢ifico pera cada indicador y en zontacto cada indicedor de
ensayo de diagndstico en dicha tarjeta con sangre, suero o
pleema, y comparar el color de cada indicador.

38,- Procedimisnto segfin la reivindicacién
1t, caracterizndo porque el diagnéstico de la funcidén o es-
trdo del corazbn a partir de la concentracién de deshidroge-
nasa de lactato, transaminase glutémico éxalo;cética,Vy fos-~i
foquinasa creatina del susro, la tarjeta de ensnyo se dota
de cuatro indiecadores de enmmyo de diagnéstico m&lidos y éei
cos montados comprendiendo uno de dichos indicadores un ma-
terisl portsdor morbente que contiene el reamiduo seco resul-
tante de la impregnacién del mismo con una sal de tretraso-
dio, un proventor de efecto cromatogrffico, un nntiOxiAAnta,
disforasa y una mezcla de sal de lactato de nicotinamida-
sdenina-diclueétida-slcalina; comprendiendo uno de dichos
indicadores un material portador absorbente que tiene diafo-
rasa covalentemente unids a un aldehido sulfitado entrecru-
zado hidrofflico o polimero de cetons dispersado a través de
los intersticios del mismo, que contiene el residuo seco re-
sultante de la impregnacién del mismo con una sal de lactato
alcalino, nicotinsmida~adenina-dinuclebtida y una sald de te-
trazolio; comprendiendo uno de dichos indicadores un par de

materianles portadores absorbentes, contenisndo uno de dichos

materisnles portadores el residuo seco resultante de la impreg-

nacién del mismo con fcido L-aspartico y &cido « -cetogluth-

rico, y el otro de dichos materieles portadores contiene el

residuo seco resultante de la impregnacibn del mismo con una

v

-
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sal de diazonio; y uno de dichos indicadores comprende un

par de materiales absorbentaes quo iiendn uns cava inferior,
conteniendo uno de dichos materigles bort;doréu'el resigduo
seco resultante de la impregnncién dsl mismo con fosfato de
croatina‘g difosfato de adening, y sl otro de dichos materis
les portedorea ccntiene el remiduo meco resultante de la im-
pregnacién del miamo con 8lucosa, tgifoafépiridina nucledti-

da, d-maltosa, hexoquinasa y deshidrogenasa de glucosa-6-

elaborada don metilceluloss, clorurec de 2-(p-iodofenil)-3-
(p‘ni£r°f°nil)“5‘f°nil-2H~tatrasolio; y metosulfato ds fena-

cine, acidificado a pH 4,0; y por lo menos un control compa-

rador del color correspondiente montado sébre dicha tarjeta

eapeci{fico para cada indicador de ensayo para diagndséioo an
1ls miemma.

4%.~ Procedimiusnto megn la reivindicacidn
3%, caracterizado porque comprende poner en contacto cade
fndicador de ensayo para diagnésvico en dicha tarjeta con
suero y comparar el color de cadn indicador éon por lo menos
un control comparador del color.ﬁorreapondienta en dicha -
tarjeta especifico para cada indicador.

5hem Précedimiwnto segfln la reivindica- -
cién 1w, caracterizado porqu; pare ¢l de la funcidn o estadg
del higado a partirrde ia concentraciém de transaminasibglu;
ténico oxaloacbdtica, fosfatansa alcelina ¥ bilirubina en - el
suero, la tarjefa de ensayo se dota de tres-ihdic;dores Au
ensayo para diagnéstico sflidos y secos montados en dicha

tarjeta, comprendiendo uno de dichos indicadores un par de

materiales portadorss abmorbentes, conteniendo uno de dichos

meteriales portadores el residuo seco resultante de la im-
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pregnacién del mismo con #cido L-anpértico y &cido XK. -csto-
glutdmico, y el ctro de dichos meteriales portadores contie-
ne el residuo seco resultante de la i?pregnaci6n del mismo
con una sal de diazonio; uno de Gichom indicadores cOmprehdé
un par de materimles portadores sbsorbentes, uno de dichos |
materisles contiene el residuo s«co resultante de la ihprég-
necién del mismo con fosfato de naftilo o fosfato de monofe-
nilo, y el otro de dichos materianles portadores contiene el
residuo seco resultante de la impregnacién del mismo cén 1a
sel de diazonio;y uno de dichos indicadores comprende un natje-
rial portador absorbente que contiehe ol rduidgo Beco resul-
tante de le impregnacién del mismo con molucién de almidén -
acuoso,beido mﬁleico,&ter laurilico de polioxietileno,y fluo
borato de p-nitrobenceno diazoniojy por lo menos un contrpl
comparador de calor correspondierte montado en dicha tarj§t4

espescifico para cads indicador do enesayo para diagnéstico an

el mimmo.

68,~ Procedimionto seglin la reivindicacién
58 ,caracterizeado porque comprendo poner en contacto cads indi
cador de eneayo para diagnbéstico en dichs tarjeta con asusro
Y comparar el color de cada indicador con per lo menos un -
control copparador de color corroespondisnte en dicha tarjeti
especifico para cada indicedor. \

78.-Procedimiento para ls obtencidén de tar-
Jetas de enssyo pars disgnéatico mbédicojtal y como queda suéw
tancialmente;doaorito en la presente Memorim & ilustrado en
los dibujos adjuntos,

Esta Memoris consta de 35 hojas eaoritgh l

nfquine por una msola cara.
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