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‘un componente en una muestra de ensayo, segin el cual un
" sistema reaccionante produce una respuesta detectable por
: contacto con el componente, y donde la produccién de la

nésticos médicos con los que numerosas funciones corporales

Hoja nn'l.m. 2 ; 18037

Campo de la invencién.
La presente invencién se refiere al andlisis de

respuesta detectable cesa tras haber pasado un perfodo de
tiempo predeterminado. ‘
Discusibn de la técnica anterior.

Los campos de 1ls fisica y quimica del .diagnésti-
co se han expandido a velocidad fenomenal durante los pa-
sados 25 aflos, de manera que, especialmente en el drea mé-
dica, la diagnosis de pardmetros de sistema se puede hacer
con facilidad y velocidad increibles. . _

' Una de tales dreas de expansién ha sido la de diag

se pueden estudiar simplemente sumergiendo una tira cargada
de reactivo en una muestra de fluido corporal, tal como
orina, ¥ observando una respuesta detectable, tal como una
aparicién o cambio de coior, o0 un cambio de la cantidad de

De forma compatible con tales métodos de “sumer-
gir y leexr?, se han originado numerosas quimicas para de-
tectar componentes de fluidos corporales. La mayoria de ellog
producen una respuesta detectable que es cuantitativa o al
menos semicuantitativa. 4si, midiendo la respuesta tras un
tiempo predeterminado, el analista puede obtener no solo una
indicacién positiva de la presencia de wn constituyente con-
creto en un fluido corporal, sino tembién una estimacidn de
cudnto del constituyente estd presente. Por tanto, tales ti-
res proporcionan al médico una herramienta de Tdeil diagnbs-
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tico, asi como la ‘capacidad de calibrar la magnitud de 1a
enfermedad o mal funcién corporal.

; Son ilustrativos de tales tiras, actualmente en
%uso, los productos disponibles de la Ames Company Division
de Miles Laboratories, Inc, bajo lag marcas registradas
CLINISTIX >, WMULTISTIX ', KETOSTIX Y, N-MULTISTIX ™, DIAS~
TIX =, PHENISTIX, DuXTROSTIX ™y otros., Los dispositivos
de ensayo tales como estos comprenden usualmente una o mds
natrices de soporte, tal como papel avsorbente, que tienen
respectivamente absorbido sobre ellas un sistema reaccionan-—
te concreto que manifieste un cambio o aparicidén de color
en presencia de un componente especifico de la muestre de

|ensayo. Dependiendo del sistema reaccionante especifico in-
{corporado en una matriz concreta, estos dispositivos pueden
detectar la presencia de glucosa, albimina, cetonas, bili-

rrubina, sangre oculta, nitrito, urobilinégeno, concentra-
c¢idn de idén nidrdégeno (pH) o similares. Ia aparicidén de un
color especifiqo, ¥ su intensidad 6bservable, dentro de un
intervalo especifico de tiempo tras poner en contacto la ti-

ra con la muestra, es indicativo de la presencia de un com-
ponente concreto y su concentracidén en la muestra. Algunos

de estos dispositivos de ensayo y sus sistemas reaccionan-
tes se exponen en las patentes de los Estados Unidos
30123.443 (cmm:sm:tx@} 3.212, é.)% (KETO.STO}’®) 3.814.668,

, y 3.002, 465, 3,298,789,
3.164.534 y 2,981,606 (DEXTROSTIX ).

Tlpicamente, los ensayos con reactivo de diagnds-
tico, tales como las tiras de reactivo para "sumergir y leexr
estén acompafiados por instrucciones detelladas impresas que
se han de seguir cuidadosamente, para asegurar la exactitud,
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En el caso de gque la respuesta detectable sea un cambio de
color se requiere un cuidado particular., Se proporciona vn
diagrama de colores variables para comparacidén con la tira

¥, dado que en la mayoria de los casos lo cuantitativo del
‘diSpositivo'depende de deberminar el grado. de formacidn de

color respecto al tiempo, es imperativo que el cambio de co
lor se compara con el grifico dentro de un intervalo de
tiempo predeterminado tras sumergir en la muestra. Se han de
observar exsctamente los periodos de espera, teniendo uaa
lecturs demasiado Tempranz el resulbado de wna formacidn de
color demasiado pequefia, y teniendo uma lectura demasiado
tardia el resultado de une formacidn de color demasiado in-
tonsa, o incluso la aparicidén de un color ajeno que inter-
fiere., Por tanto, si la formacidn de color se compara con
el diagrama de.color demesiado pronto o demasiado tzrde, se.
puede obtener, y a menudo se obtiene, un resultado inexac-
to. .
En un intento de eliminar el cardcter critico de
wa observacién de tiempos exacta en la lectura, lo que es

| tanto inconveniente como potencialmente inexacto, se empren

di6 un extenso programa de investigacién para hallar la ma-
nera de evitar la necesidad de observar tiempos en la lec-
fura de dispositivos de ensayo.de la téenica anterior. Pri-
mordialmenie se buscaba la menera de. que la produccidén de
una respuesta detectable se terminase antomdticamente tras
un tiempo predeterminado, y de gue la respuesia permanecie-
se constante durante periodos de almacenamiento relativamen
te largos. Asi, la comparacién del diagrama de color se po-
dria hacer a la conveniencia del usuario, o em un momento
alejado de la puesta real en contacto del dispositivo con la
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muestra. Durante largo tiempo ha habido en la técnica de la
quimica del reactivo para diagnéstico el consenso de opinidn
de que tales dispositivos de ensayo reforzarian teatralmen-

. te el estado de la técnica. Sin embargo, hasta la fecha no
: se ha propuesto ninguno que proporcione con éxito la solu-

cidn esperada desde hace tiempo. Es decir, ninguno hasta
el descubrimiento de la presente invencién.

RESUMEN DE LA INVENCTON

Bn breve, la presente invencidén se refiere a una
composicidén de emnsayo, un disposgitivo de ensayo ¥ wn méto-
de para prepararlos, y un método para éeterminar la presen~
cia de un componente en una muestra. La composicidn compren
de un sistema reaccionante que se interacciona con el com-
ponente, por contacto, produciendo uma respuesta detectable,

| ¥ vn sistema inhibidor que, por contacto con la muestra,
{ impide que el sistema reaccionante siga experimentando in~

teraccidn con el compdnqnte tras haber pasado wn tiempo pre

| determinado. El dispositivo de emsayo comprende una matriz

de soporte incorporada con la composicidén de ensayo. El mé-

1 todo para determinar la presenciz de un comvonente en una

nmuestra éomprénde ponexr en contacto una muestra de ensayo,
sogpechosa de contener el componente, con wna matriz de so-
porte incorporada con la composicién de ensayo, incubar la
matriz que contiene la composicidén y muesira de ensayo, du-
rante un tiempo predeterminado; Y observar uwna respuesta de~
tectable,

DESCRIPCION DETALLADA DE DA INVENCION
La presente invencidén incorpora muchas formas de

quimica del diagnéstico, incluyendo sistemas reaccionantes
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i conocidos actualmente en uso, btales como indicadores de pH
iy otras concentraciones de ién, y sistemas reactivos mds
complejos, tales como los usados para determinar componen—
“tes de fluido corporsl. Estos son idealmente adecuados para
:y compatibles con los conceplos expuestos en la presente,
Por tanto, todos los dispositivos de ensayo para diagnésti-
co de la téenica anterior, para sangre oculta, glucosa, bi-
lirrubina, nitrégeno de urea en sangre, urea bacteriana,
urobilindgeno, colesterol, proteina y otros, se pucden mo-
dificar segin las ensefianzas presentes,

La presente invencidn estribe en utilizar ventajo-
samente sistemas reaccionantes conocidos o nuevos, de tal
manera que la interaccidén entre el componente de la muestra
¥ el sistema reaccionante deje de tener lugar tras un inter-
valo de tiempo predeterminado. Asi, se ve que el cuanto de
respuesta detectable es fijo para cualquier sistema reaccio-~
ngnte dado: un color formado en la interaccién ni aumenta
ni se desvanece; la cantidad de wn producto sensible a la
lvz uvltravioleta formada o consumida por la interaccidén per-

e o <ty o wo—— ot o e g S S Bon e i g E A

{manece constante.

Lios efectos sctualmente descritos se pueden con-
seguir de numerosas maneras. Una manera preferida es propoxr-
cionar un sisbtema inhibidor que impida fisicamente que si=-
ga la interaccidn, formando un gel, polimero o superficie
endurecida, evitando asf el contacto fisico entre el siste-
ma reaccionante ¥y el componente tras haber pasado el inter—-
valo de tiempo predeterminado.

Otra manera es proporcionar en la composicidén de
ensayo un sistema inhibidor que desactive al sistema reac-
cionante, Asi, en el caso de que una enzima 14bil al calor

.- s wm e Co e e L T T P - e 1 e Y W YA e
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sea critica para el funcionamiento del sistema reaccionan-
te; el sistema inhibidor puede adoptar la forma de wn agen-
te generador de calor que eleve la femperatura de la compo-
sicién de ensayo, hasta el punto en que la enzima quede de-

:sactivada, tras haber pasado el intervalo de tiempo prede-

terminado. 4 ‘

Afn otra manera es proporcionar un sistema inhi-
bidor que envenene o interfiera quimicamente con uno o wds
componentes del sistema de reacciln, suprimiendo asi la in~
teraccidn con el componente de la muesitra tras el tiemgo
predeterminado. Estos y otros sistemas’ inhibidores estén
dentro del 4mbito de la presente invencidn, siendo el fac-
tor crucial la capacidad del sistema inhibidor para permi-
tir la interaccién entre el sistema resccionante 7 el com-
ponente en el momento del contacto entre la muestra y la com
posicién de ensayo, pero impedir tal interaccidn en algin
monento posterior, previamente fijado.

31 se desea un sistema inkibidor que impida fi-
sicamente la interaccién sistema reaccionante/componente,
es decir, un sistema inhibidor que endurezca o gelifique,
hay muchas vias disponibles., Entre los materiales gelifica-
bles o endurecibles que se pueden emplear estén aguellos
que son ripidamente reactivos a temperatura ambiente, y que
empiezan a reaccionaf, o se inician, por contacto con la

| muestra de ensayo. Estas composiciones inhibidoras han de

endurecer o gelificar a una velocidad suficiente para inhi-
bir la produccidén de respuesta detectable tras un 1épso de
tiempo relativamente corto. Es igualmente deseable gue el
inhibidor gelificado o endurecido disuvada o impida més cem-
bios de color, u otra disipacidén de la respuesta detectable.
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Son tipicos de tales sistemas inhibidores los po-
;limeros solubles en agua polimerizables o retiéulables, mez’
:clas de epSxido/poliamina, poliisocianatos reactivos con
‘agua, ésteres acrilato y acrilato sustituido polimerizables
; con ién hidroxilo, mezclas de poli(alcohol vinilico) con di-
versos compuesfos metélicos'(p.ej, boratos, vanadatos, Cr
(III) y Ti (IV)), carboximetilcelulosa sédice y Al (III),
menclas de poli(alcohol vinflico) con compuestos polifend-
licos (p.ej. resorcina, catequina, floroglucina, y coloran-
tes y sales de diazonio), una mezcla de poli(aleonol vinfli~
co) y dimetilolurea con catalizador de cloruro aménico, mez-
clas de dimetilolurea con hidroxialcohilcelulosa y copolime-
ros de enhidrido maleico hidrolizado o poli(dcido acrflico),|
nezclas de poli(alcohol vinilico)/compuesto polialdehidico,
complejos de polivinilpirrolidona ZES decir, con sustanciss
tales como poli(decidos carboxilicos), un copolimero de &ter
metil-vinilico/anhidrido maleico disponible de GAF Corpora-
tion, o un poli(dcido acrilico)/, mezclas de copolimero dci
do/polietilenglicol, y mézclas de poli(alcohol vinilico) con

El rebraso en la polimerizacibén o reticulacidn del
polimero soluble en agua se puede conseguir aislando los
iniciadores del polimero soluble en agua, hasta que la com-
posicién de ensayo se haya puesto en contacto con la mues-
tra de ensayo. Una manera de conseguir tal separacidén entre
polimero ¢ iniciador es encapsular el iniciador en micro-
cdpsulas solubles en agva, o en microcdpsulas que se yompen
por humedeciniento, Por tanto, las microcdpsulas de .gelati-
-na.que contienen el iniciador se disolverian por contacto
con una muestra de ensayo acuosa, liberando asi el inicia-

o r—— . Fy—
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dor para seguir polimerizando al polimero soluble en agua,
Las microcépsulas gue se rompen por humedecimien-
%to comprenden paredes membranosas semipermeables, osmética-
;mente frégiles, que encapsulan a una fase acuosa que contie-
ine el iniciador. ILa fase acuosa tiene una densidad relati-

s 4 e

va, respecto a la muestra de ensayo, relativamente grande.
Cuando se ponen en contacto las cdpsvlas con la muestra de
ensayo, hay un gradiente osmético a través de la membrana,
lo gue cousa un avmento de presién dentro de 1la céypsula,
suficiente para romper sus paredes liberando asi el inicia-
dor, ,

La inhibicidn fisica por separacidn entre el sis-
|tema reaccionante y el componente se puede conseguir tan-
|bién con un sistema inhibidor que comprende un epbxido y wna

{Tuente de poliamina desactivada, que produce poliaminas dis-

ponibles por contacto con agua. Son tipicas de tales fuentes
de pbliamina las cetiminas y los tamices moleculares impreg
nados con wna poliamina. En el primer caso, la cetimina reag
cions con agus formando poliamina y una cetona. En el Wltimo

lcaso, el agua puede entrar en la reticula del tamiz molecu-

lar y desplazér a la poliamina.

Alternativamente, en la composicidén de ensayo se
puede incorgorar wn poliisocianato expandible por agua, tal
como Hypol =, disponible de la Dewey and Almy Chemical Di-
vision de W.R., Grace & Co.’ A

De los sistemas inhibidores de acrilato cataliza-

1dos por base o idén hidroxilo, los ésteres de 2-cinoacrilato

son especialmente adecuados para la presente invencién, Es-
tos ésteres son componentes esenciales en los adhesivos ma-—
nufacturados por la Eastman Kodak Company, y son rdpidamente
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polimerizables en presencia de agua, produciéndo polimeros
duros., Los ésteres metilico o etflico son los gue estdn pri-

‘mordialmente disponibles en Formulaclones de adhesivo comer-|

zciales, tal como de Kodak, conteniendo los adheéivos, ademés
i de los ésteres, estabilizantes y espesantes. El 2-cianoacri-

lato de metilo estd contenido en el Eastman 910, y el 2-cia-
noacrilato de etilo es el éster primordial del Eestman 910
EM. : -

El poli(alcohol vinflico), cuando se mezcla con
4cido bbérico, gelifica rdpidemente en presencia de 4lcali,

{ tal como hidrdéxido sédico, y por tanto es adecuado como sis-

tema inhibidor. Un método preferide para utilizar esta al-
ternativa es incorporar el dlcali en la composicibn de en—

| sayo en forma de microcdpsulas solubles en agua u osmética~

nente frigiles. Asi, cuando entran ea contacto con la mues-

tra de ensayo, todos los reactivos del sistema inhibidor

se dombinen, y la formacién de un gel detiene el andlisis.
Ademds de ser Util con bérax (dcido bérico y 41-

cali), el poli(alcohol vinilico) también gelifica con una

{ variedad de otros iones y sales metdlicos, estando entre

ellos los vanadatos, el cromo trivalente y el titanio te-
travalente., Por ejemplo, el oxalato de potagio titanio
(TiO(0204K)2.2H20) y otros titanatos orgdnices insolubili-
zan répidamente al poli(alcohol vinilico) a temperatura am-
biente, a un pH por encima de aproximadasmente 7. Adicional=-
mente, el poli(alcohol vinilico) Fforma geles térmicamente

| reversibles con compuestos polifendlicos tales como resor-

cina, cabtequina, floroglucina y ciertos colorantes y sales
de diazonio. '

Bl poli(alcohol vinilico) es adicionalmente Gtil

e - ... e et e —— et Sy Ao g TS TR A LA S o ST
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en la presente invencidén por su capacidad para rebicularse,

mediante formacidén de acetal, con 1,3-bis-hidroximetilurea
g(dimetilolurea) ¥y compuestos semejanies, en presencia de
;cloruro aménico., Como en muchos de los sistemas anteriores,
i el catalizador o iniciador (HH401) se puede aislar por me-
dios tales como microencapsulacidn,

Los aldehidos polifuncionales también reaccionan
con poli(aleohol vinilico) formando grupos acebtal reticula-
dores. En esba téenica, un catalizador dcido, tal como &ci-
do oxdlico u otro 4dcido compatible con ¢l gistema reaccio-

Inante, se incorpora en la composicién de ensayo y el alde-
|nido se aisla del poli(aleohol vinilico), tal como por mi-
| eroencapsulacién. Degde luego, se puede aislar el 4cido en

vez del aldehido, siempre que este dltimo sea lo suficiente-

{mente no reactivo hacia el poli(alcohol vinflico) en ausen-
{eia del catalizador.

Se ha hallado que los precipitados polimeros son

|itiles en la presente invencidn como sistema inhibidor. Es-

tos estdn ejemplificados por la precipitacién de poli(alco-

1hol vinflico) de solucidn, por sales tales como NayC0,

Na2804 ¥ K2SO4. Adends, los dcidos polimeros tales como el
poli(dcido acrilico) pueden ser precipitados de una solu-
cibén o gelificados por sales acebato de metales pesados, u
otras fuentes solubles en agua de iones divalentes, asi co-
mo por polietilenglicol, .

Ia hidroxipropilcelulosa (KLUCEL(:z disponible de
Hercules, Inc,) es otro polimero que se presta para el sis—
tema inhibidor de la presente composicidn de ensayo. Bste
material se puede reticular con polimeros dcidos tales como
copolimeros de anhidrido meleico hidrolizado o poli(dcido
acrilico), pof uso de compuestos tales como dimetilolurea,
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preferlblemente en presencia de un pH bajo.
Otro: 51shema de gelificacidn Util en la compos1-
‘eidn de ensayo es la carboximetil-celulosa sédica y el idn

£l GANTREZ®AN, un copolimero de éter metilvini-
11co/anh1dr1do naleico disponible de GAF Corporatlon, es
aplicable a la composicidn de ensayo de diversas maneras.
Forma un complejo insoluble con polivinilpirrolidona a wn
pH menor quc aproximadamente 5. EL poli(dcido acrilico) se
comporta de forma similaxr al GANTREZ ™ AN con polivinilpi-

 rrolidona. El GANTREZ V¥ AN también forma un complejo inso-

luble gon gelatina en solucidén deida. Andlogamente, el GAN-

IREZ & AN y otros polimeros y copolimeros 4cidos son preci-
|pitados por compuestos tales como glicoles, poli(alcohol

vinilico), hidroxialcohilcelulosa y diaminas,

Como se-ha indicado antes, obros sistemas inhibi-
dores estdn bien dentro del dmbito de la presente invencidn.
Asi, se puede emplear un sistema inhibidor distinto de aque-
1llos que separan fisicamente al sistema reaccionante y el

lcomponente a manalizar. Por ejemplo, una enzima que sea lé-

bil al calor no funcionard en un sistema reaccionante si la
temperatura del sistema se hace lo suficientemente alta para
desactivarla. Por tanto, se puede impedir que una composi-
cién de ensayo que contenga tal enzima produzcé una respues-—
ta detectable tras un tiempo predeterminado, por uso de uvn
sistema inhibidor generador de calor,

Andlogamente, el sistema inhibidor puede compren-
der un veneno del sistema reaccionante. Por ejemplo, las en-
zimas que contienen grupos mercapto (-SH) son desactivadas
por Hg (II), y las enzimas, en general, se desactivan en
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presencia de égidos y bases fuertes, tales como HCl y NaOH,
Son ejemplos de enzimas que son inhibidas por Hg (II) la
glutamato-descarboxilasa, 1actato—deshidrogenésa, malato-des
hidrogenasa, mioquinésa, fosfatasa alcalina, fosfatasa 4ci-
da (pH 5,2), aldehido-o;{idasa,_ diaminodecidooxidasa, B —anila~
sa, carbbnico~anhidrasa, colinesterasa, o(—glucosidaéa,rfs-gly_.
curonidasa, homogentizado-oxidaga, 3J~hidroxiantranilato-oxi
dasa, e invertasa., Asi, la presente invencidén abvarca 1s in-
corporacibn de tales sistemas inhibidores en la comvosicién
de cnsayo,

Las enzimas 1ldbiles al calor tales como la sali-
cilato-hidroxilasa estdn igualmente dentro del dmbito de la
presente invencidn, Intre los materiales que producen ca-
lor por contacto con una muestra de enéayo acuosa se ineclu~
yen el NaOH, AlCl3, TiCl3, aluminio-alcohilos, y otros.

-Una menera de retrasar la desnaturalizacién o el
envenenamniento de una enzima es aislar el sisterma inhibidor
productor de calor, o venenoso, con microcdpsulas. Asi, se
pueden eleglr ﬁateriales de encapsulacidn solubles en agua
tales que los materiales productores de calor no se estén
expuestos a la muestra hasta despuds de haberse disuelto el
material de encapsulacidén. Son adecuados para encapsulacidn
los materiales solubles en asgua tales como gelatina, acrila-
midas, copolimeros de estireno/deido maleico, e hidroxipro-
pil celulosa, y mezclas tales como un coacervado de gelati-
na y polimeros naturales o sintéticos,

Como se ha indicado antes, las microcdpsulas de
diversas clases se prestan especialmente bien para la pre-
sente invencién cuando los ingredientes han de estar tempo-
ralmente separados. Se pueden preparar por una variedad de
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{ tiene lugar la policondensacidn, formendo una delgada peli-

| 1os mondmeros. Se han preparado microcdpsulas adecuzdas, del

1 sa es preferiblemente una con gran densidad relativa u os-

| se acuosa en una fase immiscible con agua, tal como un acei-

jmétodos bien conocidos., Es indicativo de ellos el método

i descrito en Angew, Chem. Internat. Edit., 14:539 (1975), ¥
glas referencias citadas allf, Las técnicas tales como poli-
‘ condensacién interfacial, coacervacidn y similares produci-
: rdn microcdpsulas. Otras téenicas, tales como centrifugacién,
secado por pulverizacibn, y otras téenicas Fisicomecdnicas,
hallardin uwbilidad, igualmente, eh la preparacién de las mi-
crocipsulas, : -

. by oy 4 . - o Y ir— 1< b Sa ae s

La policondensacidn interfacial es un método pre-
ferido para preparar las microcdpsules, debido z la relati-
va facilidad que proporciona. En esta técnica se hace gque
dos especies reactives (comondmeros v oligdémeros) rezccio-
nen en la interfase de un sistema de fases miltiples, All{

cula polimera que es imsoluble en los medios que contienen

¥
tipo osmdticamente frigil, disolviendo un primer componente
comondmero, tal como una amina polifuncional, en una fase.
acuosa que contiene la sustancia a aislar. Esta fase acuo-

molaridad en relacidén al intervalo de osmolaridad de la
muestra a analizar. Luego se dispersa .o emulsifica esta fa-

te mineral, Iuego se afiade a la suspensién o emulsidén un se-
gundo. comondmero, tal como un haluro de dcido polifuncional.
Cuando los comondmeros son aminas y haluros de 4cido poli-
funcionales, se forman microcapsulas de poliamida, cada una
de las cuales contiene una porcidén de la fase acuosa, es de-
cir, la sustancia aislada. ’

Material polimero adecuado, Util para formar la
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j eritos, que no requieren aislamiento de ingredientes, tales

{ como los que ubilizan 2-ciénoacrilatos, isocianatos expandi-
| bles por agua, y reactivos de epbxido, se ha de tener cuida~-
1 do en excluir la humedad, tanto durante la preparacién de la
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pared de membrana semipermeable, osméticamente frégil, de
las microcdpsuvlas incluye, ademds de la poliamida, el po-
! liéster, poliuretano, poliurea y similares.
; Otra manera de preparar ingredientes del sistema
i inhibidor, cuando wo de los ingredientes es soluble en
agua y el otro en disolventes orginicos, consiste en utili-
zar un procedimiento de "dos inmersiones". Asf, la matriz
de soporte de un dispositivo de ensayo se incorpora primero
en una solucidn acuosa de un ingrediente, .se seca, ¥y subsi-
guicntemente se incorpora en unez segunda solucidn, del otro
ingrediente, en un disolvente orgénico;

En algunos de los sistemas inhibidores antes dege

comﬁosicién v el dispositivo de ensayo como en el almacena-
niento antes del uso final. Asi se impide la polimerizacidén
del sisltema inhibidor hasta el comtacto con la muestra de
ensayo. , ' .

Los sistemas inhibidores de gelificacidén o endu-
recimiento, tipificados por ciertos de los antes menciona-
dos, junto con un sistema reaccionante deseado, se pueden
incorporar en una matriz de soporte por cualgquier medio ade-
cvado para produecir el dispositivo de ensayo de la presente
invencién., Asi, se puede sumergir wna matriz de soporte en
una solucién tnica de todos los ingredientes de lop sistemas
reaccionante e inhibidor. Alternativamente, cuando se re-
quiere un método de "dos inmersiones" debido a la necesided
de aislar ingredientes, la matriz, alternativemente, se su~
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merge, seca y vuelve a sumergir como se ha desecrito antes,
En el caso de que se empleen microcdpsulas, se pueden fi-

. jar a la matriz por uso de adhesivos, Entre los que resul-
‘tan ser particularmente deseables estdn el acetato de ce-
;lulosa, acetatobutirato de celulosa, hidroxipropilcelulosa

¥y polivinilpirrolidona., Yos adhesivos deben ser ‘inmiscibles
con la muestra de ensayo, y permitir que la muestra se absor
ta en la matriz de soporte, ,
Hateriales adecuados Que Se pueden usar COMO ma~

triz de soporte del dispositivo de ensayo incluyen papel,
celulosa, madera, copos de resina sintética, fibra de vidrio
y otros papeles sintéticos, fieltro de polipropilenc, telas
no tejides y tejidas, y similares. La matriz se fija venta~-
josamente, por cuzlquier medio adecuado, a un miembro de 80
porte usual, tal como una tira de polfmero, para faciliter

En el método de usar el dispositivo de ensayo, la
mebtriz que tiene incorporados en ella los sistemas reaccio-
nente e inhibidor se sumerge en la muestra de ensayo. Se

1deja que pase el intervalo de tiempo predeterminado.apropia—

do para el dispositivo, y luego se analiza el dispositivo
para observar la resyuesta detectable. Cuando la respuesta
es formacidn o cambio de color, el dispositivo se puede com
parar con un diagrama patrdén de color. Si la respuesta com-
prende un cambio de reflectancia de luz, el dispositivo se
examina en un instrumento apropiado de medlda de luz, tal
como los bien conocidos en la técnica. .

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar

més ¥y aclarar la presente 1nvenc16n. Sin embargo, se ha de

entender que estos solo sirven para ejemplificar realizacio-

S
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nes actualmente preferidas, y no se han de interpretar en
modo slguno como limitativos del dmbito de la invencidn.,

Una solucién al diez por ciento en peso, en clo-

roformo, de adhesivo Eastman 910 que conbiene 2-cianoacri-

lato de metilo (Bastmen Chemical Products, Inc., Kingsport,
Tennessee, subsidiaria de Eastmen Kodak Compant), se pre-
pard y almacend en un recipiente de vidrio muy bien tapado.
Se preparé un dispositivo de engayo para detectar glucosa
en ovina (similar al CLINISTIX ® , e la siguiente ranecra.
Papeles de filtro Whatman 3MI se impregnaron con una solu~

| eién de reactivo de ensayo, como se ilustra en las vatenies

de los EE,UU, n® 2,981.606 y 3.154.534, y luego se secaron.,

; Especificamente, la foxmulacién fué como sigue:
| Formulacién de CLINISTIX

 Agua destilada T58,1 ml
P Etanol 95% ‘ 205,0 nl

Carageenan Viscarin, manu-
facturado por Marine Co=-

1lloids, In, : 2,5 &8
Polivinilpirrolidona : . 25,0 g
Colorantes (FD&C 384) 0,29 g
o-tolidina,. 2HCL ' 5,0 g
Acido citrico (anhid.) 15,42 g
Citrato gédico 67,92 g
canerez @ ane139 . 745 8
PTensioactivo ' ' 2,5 g
Glucose oxidasa : 76,0 ml
Peroxidasa 0,5 g

Porciones de este papel impregnado se impregnaron
luego adicionalmente con las soluciones antes deseritas,
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Otros se trataron con cloroformo solo, como control. EL re-
cipiente de impregnacidn permitia que el papel enbrara ¥y

: saliera, pero estaba cubierto para reducir la evaporacién
. del cloroformo, al tiempo que permitia que el exceso de so-

Y P ©emana

; lueidn de impregnacidén escurriese del papel en une atndésfe—

ra rica en disolvente, dentro del recipiente. Tras retirar
el papel del bafio se dejé que el disolvente se evaporase
durante 10 a 30 minutos a temperatura ambiente, en una -at-
uésfera de baja humedad controlada (< 10% HR), E1 papel im
pregnado de mondmero se almacend en la atmdsfers oscura se-
ca, y subsiguientemente se monté en un respaldo de plédstico

| ¥ se escindid 21 formato usuel de tiras de reactivo. Ias ti-~

ras preparadas se almacenaron luego en botellas de vidrio
oscuro, en presencia de adsorbente de humedad de gel de si-
lice, ' ]

.Las ‘tiras asl -producidas se evaluaron sumergiéndo
las individualmente durante tres (3) sezundos en muestras
de orina de concentracidén de glucosa conoeida (0, 50, 100,
200 y 500 mg/di), eliminando el exceso de muestra e intro-
duciéndolas en un aparato medidor de reflectancia. las lec-
turas de reflectancia a 680 nm se registraron en funcidn del]
tiempo, desde 't = 15 segundos, incluyendo el tiempo de in-
nersién, durente 3,5 minutos. En la Tabla I se muestran los
cambios de los valores de reflectancia a inbervalos, y los
valores de la reflectancia final, para el papel especifico
pare glucosa impregnado con 10% de Eastmen 910, a las va~-
riags concentraciones de glucosa, El cambio de reflectancia
a 15 seg es la diferencia del valor de la reflectaencia cuan
do no hay glucosa presente. Is evidente que no se observa
cambio del valor de la reflectancia tras dos (2) minuios,

R i e D DA T PO p RPNy St

bewsumy, e
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Estos colores finales se pueden diferenciar visuvalmente con
claridad, y contimian permaneciendo estables durante perio-

diciones de slmacenamiento.

Las tiras de ensayo que s0lo se impregnaron con
c¢loroformo (controles) desarrollaron colores muy intensos
10 segundos tras sumergir, pero el desarrollo de coloxr con~
tinud rédpidamente, y tras dos minutos las tires estaban ne-
gres, ¥y no se podia hacer ninguna diferenciacidn.

TABLA I
CAMBIO DE LA REFLECTANCIA CON EL TTEMPO TRAS CONTACTO CON
o LA MUZSTRA
| ﬁgﬁﬁeﬁirziu 15 | 40 | 65 [90 |115|140 ] 165 215 | FImaL
Py A Ad | AdlAd| Ad| AT | Ad| ALl o4 R
(ng 7#) R | R+|R+|R+R*R+|R+|R +

50 6,8/ 8,5| 3,5l0,1{0 .10 [0 |o 59,
100 13,8)13,8} 5,6/2,0/0,1]0 0 0 43,
200 22,6|15,3 | 6,2[2,7{0,7]0 - [0 |0 31,
500 30,8|15,7] 6,5[2,7/0,710 |0 |0 22,

d, b A - -,
¥ 7t at = 15 seg ”R(O ngt glucosa) "R(n mg glucosa).

o o A
+lat=1seg= %R(t precedente) f'R(t)

EJEMPIO I1

Un papel reactivo sensible a la glucosa, previamen
te preparado, se impregndé como en el Ejemplo I con una so-
lucién de cloroformo que contenfa 10% en peso de Eastman
910 M (2-cianoacrilato de etilo), 1% (peso/vol.) de deter—
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: gente no idnico éélido, y 0,017 (peso/vol.) de dcido dicar-
i boxilico sblido. Las tiras prepsradas a partir de este papel
%impregnado presentaron caracteristicas similares a las del
‘Ejemplo I, y las tiras reaccionadas coloreadas presentaban
;un aspecto uniforme particularmente igual.
| BIENPLO III

Se preparé papel reactivo sensible a la cetona, se
£in la patente de los EE,UU. n@ 3.205.855, sunergiendo pape-
les de filtro Yhatmen 3IM en la siguiente mezcla de primera
inmersidn, secando, y sumergiendo subsiguientemeiute en la sg
gunda inmersidn.

Primera immersidn

HZO T22 ml
Fosfato sédico tribdsico . 202,2 g
Fosfato sddico dibdsico (anhid.) 86,7 g
Acido aminoacético 180,6 g
| Segunda inmersidn .
Tensioactivos - . 1,64 g
Copolimero E-535 de polivinile
pirrolidona/acetato de vinilo 67 ml
Nitroferriciaruro sédico 8,24 ¢
Sulféxido de dimetilo 401 ml
Cloroformo ' . 350 ml
Etanol, anhidro ' 200 ml .

Las tiras asi preparadas se impregnaron luego con
una solucidn en cloroformo que contenia 107 en peso de East-
man 910 Ei, como en el Ejemplo I. Las tiras preparadas a par
tir de este papel impregnado, y evaluadas con orinas que con
tenian varias concentraciones de dcido acetoacético, presen—
taron excelentes caracteristicas de desarrollo de color, ¥
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las intensidades de color indicatives de la concentracién
de 4cido atetoacético en la orina ensayada permanecieron
. egtables. :

‘ BIERPLO IV

o Un papel reactivo sensible a la glucosa se impresg-

né con una solucién en benceno de 10 de Eastman 910, que
contenfa 2~cianocacrilato de metilo. Por evaluacidn, las ti-
ras de esbe papel presentaron las excelentes propiedades de
los ejemplos anteriores,
EJEEIO V

Se preparé wn sistema de "una inmersidn" a partir

de la formulacién siguiente,

Reactivo A

Fosfato sbédico, tribdsico 2,02 g
Fosfato sbédico dibdsico anhidro 0,87 g
(licina (4cido aminoacético) L8 ¢
Nitroferricianure sdédico (molide

y secado) . . 82,4 ng

Reactivo B ‘ t

Sulfosuccinato de dioctilsodio 8,4 mr
Tensioactivo GAFAC ®@ RE-610

(disponible de GAF Corp.) 8,0 mg
Cloroformo 16,7 ml

Hypol® 2000 (prepolimero de
poliuretano), mézclese hasta
que se disuelva 0,9 g

Todos los constituyentes del "Reactivo A" se mo-
lieron en un mortero con -su mano, a polvo fino, y se sus-
pendieron en "Reactive 3", Un papel de filtro Whaitman 3NN

| seco (disponible de 3M Co., St. Paul, Minn,) se impregnd

con esta suspensién, y las tiras preparadas con ecte papel
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impregnado se evaluaron con orinas que conbtenian varias con-

-1 centraciones diferentes de dcido acetoacético, Ias intensi-

i
tdades de color de las tiras reaccionadas fueron estables, y
‘fueron funcidn de la concentracién de dcido acetoacédtico en

i la orina ensayada.

BEJEMPLO VI

Se prepararon un reactivo indicador de glucosa y
wa solucidn de enzima, que tenfan las siguien%es composi-
ciones:
Reactivo indicador de glucosa

Agua destilada . - 16,6 ml
Polivinilpirrolidona (PVP) ’ 9,5 ml
Yoduro potésico : L5 ¢
FD2C Azul n? 1 5,3 mg
Acido citrico ‘ . 0,497 g
Citrato trisddico . 2,182 g
Sal tetrasbédica del deido
(etilendinitrilo)~tetracético . 14,67 g
GANTREZ @ AN, solucidn al 10 5 ml
Solucidn de Enzima ' .16,7 ml

Solucidn de enzimag,
225 ml de glucosa oxidasa
0,842 g de peroxidasa

Todos los reactivos anteriores se mezclaron hasta
gque estuvieron en solucidn. Vollmenes iguales de esta solu-
cién de indicador reactivo, orins que contiene glucosa, e
Hypol ™ 2000 se afladieron a una impresidn de placa para en-
sayo in situ, y se mezclaron con una espdiula hasta que em~
pezé la formacién de espuma (aproximadamente 1 minuto). El
prepolimero formé una espuma sélida coloreada en 3 a 5 minu-
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’ El sistema, cvando se evalud con orina que conte-
‘nfa 0, 100, 250, 500, 1,000 y 2,000 mg de glucosa/dl, desa-
‘rrolld un color esteble tras corto tiempo, y las intensida-
;des de color era indicativas de la concentracién de glucosa.
Los colores finales estaben comprendidos entre azul, a ver-
de, & marrén, dependiendo de la concentracidén de glucosa, ¥y
se compararon con patrones de color,

Dado que une gota de HypolZOOO forma la espuma
suficiente pars llenar la impresidn de placa pars ensayo in
sitw, el ensayo se puede efectuar con una gota de muestra de

-

lorina, y leerlo avn visuvalmente.

BIZIPLO VIT
Un papel reactivo especifico para cetonz, prepa-

‘rado segin la patente de los EE.UU, no 3.212.855, se impreg-

né con una solucidn en cloroformo, al 10%, de Eypo = 2000,
un prepolimero de ureteno expandible con agua, disponible
de Dewey and Almy Chemical Division de #W.R. Grace Co. Bsta
solucidn puede:contener ademds cualquiera de varios detergen
tes ibnicos, en concentracién variable entre 1 y 5% del pe-
so del prepolimero., Unas tiras preparadas con este pavel im-
pregnado se evaluaron con orinas que contenian diferentes
cantidades de dcido acetoacético, y alcanzaron las intensi-
dades finales 'de color dentro de 2 a 4 minutos. Estas inten
sidades de color eran estéﬁles, y eran funcidn, claramente
distinguible visualmente,de la concentracidn de &cido aceto-
acético. - _
' Por lo gue antecede, esta claro que la incorpora-
cién de los conceptos de la presente invencidn es aplicable
no solo a la produccidn de tires o disyositivos de ensayo




15

20

25

30

Hoju n{xeu.24 ' ) 18037.

i
I

del tipo de sumergir y lecr, gino también a otras formas de
ensayo, incluyendo aquellas en forma de sistemas liquidos.

| BIEMPLO VIII

: Un dispositivo para la deberminacién de urobilind-

. ot e om0 AP W | A g At w4} P

; eno en orina se prepard impregnando primeropapel de filtro

Whatman 3K con la siguiente mezcla:

Agua destilada - 70,5 g
GANTREZ ¥ An-139 5,6 &
Acido sulfasalicilico : 9,16 g
Cafeina . 7,05 &
Acido sulfémico ' 1,41 g
p-dimetilaminobenzaldehido 0,53 g
Sal tetragbédica del 4cido (etilen-—
dinitrilo)-tetracédtico ’ 0,14 g
Acido ascdérhbico ~ 3,52 g
Taurilsulfato sédico 0,70 g-

Iuego se secé el papel y se siguid impregnendo

con une solucibn al 45 em peso de polivinilpirrolidona en
cloroformo. El :pepel resultante se secé luego y se monté
sobre tiras de poliestireno para ensayo. Las tiras reacti-
.vas se evaluaron sumergiéndolas Qurante ftres segundos en
nuestras de orina de concentraciones conocidas de urcbili-
négeno (0, 4, 8 y 12 unidades Ehrlich). Los colores se desa-
rrollaron dentro de dos minutos, y se halld que eran indica-
tivos de la concentracidén de urobilindgeno. Este efecto
tiempo-ingrediente se consigue por le répida formacidén de
complejo copolimero hidrolizado de éter metil vinilico/anhi
drido maleico con polivinilpirrolidona, a.pH bajo.

EJEIPLO IX

Se prepard una tira usada para la éetecpién de san

JU— . . . © 4 e mer s s geen A iAma e e Tawee  Sre Wb e A e 4 TSR o Aoy v
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gre oculta en orina, impregnando papel de filtro Whatman 3i4:
cton la giguviente solucidn:

Tauril-sulfato sédico 0,84 g
Hidroperdxido de cumeno 1,67 g
6~metoxiquinolina 0,39 g
Citrato sédico.2H20 ' 21,79 &
Acido citrico 2,32 g
3,3',5,5"~betrametilbencidina 0,45 8
Borato de trietanclanina 5,58 g
Sal tetrasddica del deido

(etilendinitrilo)tetracético. 0,06 g
Dimetilsulfons 5,56 &
Agva : - 40,67 g
Dimetilformamida 40,67 &

Treg secar, el papel se impregné adicionalmente

cidn en muestras de orina que contgnian cantidades conoci-
das de hemoglobina (0, 0,016, 0,064, 0,16, 0,80 mg/dl), pro
&ujergn dentro de dos minubos unos colores notablemente es-

hemogoblina,
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REIVITIDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueve que Se pre~
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de
Invencidn en Espafia, por VEINTE'aﬁos, son los que se recogen
en las reivindicaciones siguientes:

l2,~ Dispositivo de'ensayo para detectar la pre-
sencia de un comnonente en uma muestra, que comprende una

matriz de soporte en la ¢ue se han incorporado: (a) wn sis-

tema reaccionente que por contacto con dicha muesira inte-

racciona con dicho componente, produciendo una resnuesta de—
tectable, ¥ (b) un sistema inhibidor que por coatacto con la
nuestra impide que el sistema reaccionante interaccione con
el componente tras un lapso de tiempo predeterminado.

22,~ Dispositivo de ensayo segin la reivindicacién
12, donde dicho sistema inhibidor es capéz de pfoncir cos-
lor por contacto con dicha muesﬁra, elevando asi la temne-
ratura de dicho dispositivo tras un ftiempo predetermingdo,
de manera que se implde que dicho sistena reaccionsnte inte-
raccione con dicho componente.

324 DiSpositivo de eﬁsayo seglin la reivindicacidn

12, donde dicho sistema inhibidor es capaz de envenenar a

Bicho sistema reaccionante tras un tiempo predeteminado,

impidiendo asi que dicho sistema reaccionante interaccione
con dicho componente,

8,~ Dispositivo de ensayo segin la reivindicacién

118, donde dicho sistema inhibidor comprende un material que
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 endurece o gelifica nor contacto con dicha muestra,
52,~ Dispositivo de ensayo sepvn la reivindicacién
18, donde el componente es glueosé, cetona, sangre oéulta,
bilirrubinea, urobilindgeho, colesterol, ién hidrdégeno, pro-
tefna o nitrito.
62,~ Dispositivo de ensayo segzin la reivindicacidn
1la, donde diche respuesta detectable es un cambio de color.
2,- Dispositivo de ensayo segsin la reivindicacidén
lg, donde la magnitud de produccién de dicha respuesta de-
tectable depende de la cantidad de dicho componente en dicha
muestra. A
88.~ Dispositivo de ensayo seglim la reivindicacién
48, donde dicho material gelifica o endurece a wna magni-
tud suficiente para inhibir la produccidén de dicha respues-
ta detectable tras un tiempo vredeteminado.
Q8,~ Dispositivo de ensayo segin la reivindicacidn
8, donde dicho material es dcido 2~cianocacrilico o un és-
ter del mismo.
1028.~ Dispositivo de censayo segin ls reivindicazcidn
42, donde dicho material compreﬁde poli(alconol vindflico).
11l&.~ Dispositivo de ensayo segfn la reivindiczeidn
42, donde la gelificacién o el endurecimiento de dicho mate-
rial se inician por contzcto con agua.
| 128, Dinpositivo de ensayo para deteéctar la pre-
gsencia de wn componente en una muestra.
Tal y como se ha descrito en la liemoria que ante-

cede y con los fines que se han eapecificado.

.
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