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| Campo de la invencidn. : ' -

la presente invencién se vefiere al andlisis de
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 produccidn de la

respuesta detectable cesa tras haber pasado un periodo de
tiempo predeterminado. '
Discusidén de 1z téenica anterior.

Tog ceanpos de la fisica y quimica del diagndsti-
¢0 8¢ han expundido a velocidad fenomenal durante 1og pa-
sados 25 afios, de manera que, especialmente en el 4rea mé-
dica, la diagnosiz de parémetros de sistema se puede hacer
con facilidad y velocidad increfbles.

' Una de tales dreas de expansidn ha sido la de ciag
nésticos médicos com los que numerosas funciones cormorales
se pueden estudiar simplemente sumergiendo wna tira cargada
de reactivo en une nuestre de fluido corporxral, tal como
orina, ¥y observando una respuests detectzble, tal como una
aparicién o cembio de color, o wn cambio de la cantidzd de
luz reflejada o absorbida por la tirs.

De forma compatible con t2les métodos de "sumer—
gir y leer", se han orig%pado numerosas quimicas para de-

tectar componentes de fluwidos corporales. La mayoriz de ellos

producen una respuesta detectable que es cuantitativa o al
P ]

| menos semicuentitativa. Asi, midiendo la respuesta tras un

tiempo predeterminado, el znalista puede obtener no solo una
indicacién positiva de la presencia de un constituyente con-
creto en un fluido corporal, sino también unz estimacibén de

cudnto del constituyente estd presente. Por tento, tales ti-|
ras proporcionan al médico una herramienta de féeil diagnbz-

v
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{tico, asi como la capacidad de calibrar la magnitud de la
"enfermedad o mal funcidén corporal.
" Son ilustrativos de tales tiras, actualmente en
:uso, los productos disponibles de la Ames Company Divisioén
de Hiles Laboratories, Inc. bajo las marcas registradas
CLIHISTIXO, MULTISTIXN KETOSTIX~A N-MULTISTIX~ DIAS-
TIX”™ rilBLISTIX®, DEXTROSTIX”~y otros. Los dispositivos
de ensayo tales como estos comprenden usualmente una o mas
matrices de soporte, tal como papel absorbente, que tienen
respectivamente absorbido sobre ellas un sistema reaccionan-
te concreto que manifiesta un cambio o aparicion de color
en presencia de un componente especifico de la muestra de
ensayo. Dependiendo del sistema reaccionante especifico in-
corporado en una matriz concreta, estos dispositivos pueden
detectar la presencia de glucosa, albumina, cetonas, bili-
rrubina, sangre oculta, nitrito, urobilinégeno, concentra-
cion de i1on hidrégeno (pH) o similares. La apariciéon de un
color especifico, y su intensidad observable, 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 concentracion en la muestra. Algunos
de estos dispositivos de ensayo y sus sistemas reaccionan-
tes se exponen en las patentes de los Estados Unidos
3.123.443 (CLIHISTIX?), 3.2127~55 (KRIOSTOX™); 3.814.668,
3.164.534 y 2.981.606 (DIASTIX"), v 3.092.465, 3.298.789,
3.164.534 y 2.981.606 (DEXTROHTIX".

Tipicamente, los ensayos con reactivo de diagnoés-
tico, tales como las tiras de reactivo para "sumergir y leer~
estan acompafados por instrucciones detalladas impresas que
se han de seguir cuidadosamente, para asegurar la exactitud.
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In el caso de gue la respvestes detectable sea wn cambio de
color se reguiere un cuidado particular. Se proporciona un
diagrame de colores variables para comparacién con la tire
¥y dado que en la mayoria de los casos lo cuantitativo del
dispositivo depende de determinar el grado. de formacién de
color respecto al tiempo, es imperativo que el cambio de co
lor se compars con el griéfico dentro de un intervalo de
tiempo predeterminado tras sumersir en la muestra. Se han de
observar cxactamente los periodos de éspera, teniendo una
lecturn demasiado temprana el resvliade de una formecidn de
color demesiado pequeiin, y teniendo una leetura demasizdo
tardfa el resultado de une formacidn de color demasiado in-
tensa, 0 incluso le avaricidn de un color zjeno gue inter-
fiere, Por tanto, si la foimacibén de color se compara con
el diagremz de color demasiado pronto o demasiade tarde, se
puede obtener, y a menudo se obvitiene, um reazuliado inexac-
%o, )

En wn intento de eliminar el cardeter critico de
wna observacién de tiemyos exacia en la lectura, lo que es

dié un extenso programa de investigacién para hallar la me-
nera de evitar la nccesidad de observar tiempos en la lec-
tura de dispositivos de ensayo.de la técnica anterior, Pri-
mordialmenle se buscaba la menera de que la produccidn de
una respuesta detectable se terminase automdticamente tras
un tiempo predeterminado, y de que la respuesta permanecie-

te largos. Asi, la comparacidén del disgrama de color se po=
dria hacer a la conveniencia del wsuario, o en un momento
alejado de la puesta real en conbacto del dispositivo con la
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mueestra. Durante largo tiempo ha habido en la técenica de la
gquimica del reactivo para diagnéstico el consenso de opinidn
de que tales dispositivos de emsayo reforzarien teatralmen-
i te el estado de la técnica. Sin embargo, hasta la fecha no

: se ha propuesto ninguno que proporcione con éxito la solu-
cién esperada desde hace tiempo. Bs decir, ninguno hasta

el descubrimiento de la presente ;nvencidn.

RESUKEN DE LA INVENCION

En breve, la presente invencién se refiere a una
composicién de emsayo, un dispositivo de ensayo y un méto-
do para prepararlos, y un método para determinar la presen-
cia de un componente en una muestra. La composicidén compren
de un sigtema reaccionante que se interacciona con el com-
ponente, por coniacto, produciendo una respuesta detectable,
Y un sistema inkibidor que, por contacto con la muestra,
impide que el sistema reaccionante siga experimentando in-
teraccidn con el componente tras haber pasado wa tiempo pTe
determinado, E)l dispositivo de emsayo comprende una matriz
de soporte incérporada con la composicidén de ensayo., El mé-
todo para determinar la presencia de un componente en wna
muestraléomprénde poner en contacto una muestra de ensayo,
"sospechosa de contener el componente, con una matriz de 8o-
porte incorporada con la composicidn de ensayo, incubar la
matriz que contiene la composicidn y muestra de ensayo, du-
rante un tiempo,predeterminado; ¥y observar una resyuestn de-
tectable, '

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Da presente invencidén incorpora muchas formas de
quimica del diagnéstico, incluyendo sistemas reaccionantes
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conocidos actualmente en uso, tales como indicadores de pH
¥y otras concentraciones de ibn, y sisteémas reactivos mds
complejos, tales como los usados para determinar componen-

-~ tes de fluido corporal. Estos son idealmente zdecuados para
; ¥ compatibles con los concepbtos expuestos en la presente,

Por tanto, todos los dispositivos de ensayo para diagndsti-
co de la técnica anterior, para sangre oculta, glucoss, bi-
lirrubing, nitrégeno de urea en sangre, urea bacteriona,
urobilind;eno, colesterol, proteins 7 otros, se pueden mo~
dificar semin las enseXanzas prosentes,

La presente invencidn estriba en utilizar ventajo-
samente sistemas reaccionantes conocidos o nuevos, de tal
manera que la interaccidn entre el componente de le muestre
¥ el sistema reaccionante deje de terer lugar tres un inter-
valo de tiempo predeterminade., Lsi, se ve que el cuaente de
respuesta detectable es fijo para cualquier sistema rezccio-
nante dado: un color formado en la interaccidn ni auvmenta
ni se desvanecce; la cantidad de wm producto sensible 2 la
luz wltravioleta formada o consumida por la interaccidn per-

1manece constante.

Los efectos actualmente describtos se pueden con-
seguir de numerosas maneras, Una menera preferida es prepor-
cionar un sistema inhibidor que impida fisicamente que Bi-
ga la interaccién, formando wn gel, polimero o superficie
endurecida, evitando asi el contacto fisico entre el siste-
ma reaccionante ¥ el componente tras haber pasado el inter-
valo de tiempo predeteyminado. '

' - Otra manera es proporcionar en la composicibn de
ensayo un sistema inhibidor que desactive al sistema reac-
cionante. Asi, en el caso de que una enzime 14bil al calor
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1 isea critica para el funcionamiento del sistema reaccionan-
jte, el sistema inhibidor puede adoptar la forma de un agen-
jte generador de calor que eleve la temperatura de la compo-
"sicién de ensayo, hasta el punto en que la ensima quede de-

sactivada, tras haber pasado el intervalo de tiempo prede-
terminado.

AUn otra manera es proporcionar un sistema inhi-
bidor que envenene o interfiera quimicamente con uno 0 mas
componentes del sistema de reaccion, suprimiendo asi la in-

1C teraccion con el componente de la muestra tras el tiempo
predeterminado. Estos y otros sistemas inhibidores estan
dentro del ambito de la presente invencién, siendo el fac-
tor crucial la capacidad del sistema inhibidor para permi-
tir la interaccion entre el sistema reaccionante y el com-

15 ponente en el momento del contacto entre la muestra y la com
posicion de ensayo, pero impedir tal interaccion en algun
momento posterior, previamente fijado.

Si se desea un®sistema inhibidor que impida fi-
sicamente la interaccién sistema reaccionante/compcnente,

20 - es decir, un sistema inhibidor que enduresca o gelifique,
hay muchas vias disponibles. Entre los materiales gelifica-
bles o endurecibles que se pueden emplear estan aquellos
que son rapidamente reactivos a temperatura ambiente, y que
empiezan a reaccionar, 0 se inician, por contacto con la

25 muestra de ensayo. Estas composiciones inhibidoras han de
endurecer o gelificar a una velocidad suficiente para inhi-
bir la produccidon de respuesta, detectable tras un lapso de
tiempo relativamente corto. Es igualmente deseable que el
inhibidor gelificado o endurecido disuada o impida mas cam-

30 bios de color, u otra disipacién de la respuesta detectable.
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_Qlimeros solublés en agua polimerizables o reticulables, nez
. ‘agua, ésteres acrilato y acrilato sustitufdo polimerizables

i versos compuestos metdlicos (peej. boratos, wvanadatos, Cr

1 agentes precipitadores (p.ej. Hazcos, Na,S0, o K2804).
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Son tipicos de tales sistemas inhibidores los po-
: clas de epdxido/@oliamina,_poliisocianatos reactivos con

. con ién hidroxilo, mezclas de poli(alcohol vinilico) con di~

(111) ¥y i (IV)), carboximetileelulosa sbédica y AL (III),
nenclas de poli(olechol vinilico) con compuestos polifend-
dicos (p.ej. resorcina, catequina, floroglucina, y colorsn-
tes y sales de diazonio), una mezcla Ge poli(slcokol vindli-
co) y dimetilolurea con catalizador de cloruro aménico, mez-
clas de dimetilolurea con hidroxialcohilcelulosa y copolime~
ros de anhidrido maleico hidrolizado o poli(4eido zcrflico),
mezclas de poli(alcohol vinflico)/cempuesto polialdehfdico,
complejos de polivinilpirrolidona fes decir, con sustanciss
tales como poli(decidos carboxilicos), wm copolinmero de éter
metil-vinilico/zrhidrido maleico diszonibdle de GAF Corpora-
tion, o un poli(dcido acrilico)/, mezclas de copolimero &ci
do/polietilenglicol, y mezclas de poli(alcohol vinilico) con

Bl retraso en la polimerizacién o reticulacién del
polimero soluble en agua se puede conseguir aislando los
iniciadores del polimero soluble en agua, hasta que la con-
posicién de ensayo se haya puesto en contacto con la rmes-
tra de ensayo. Una manera de conseguir tal sevaracién entre
polimero e iniciador es encapsular el irniciador en micro-
cépsulas solubles en agua, o0 en microcdpsulas gue Se rompen
ﬁor humedeciniento. Por tanto, las microcdpsulas de.gelati-
-na.que contiener ¢l iniciador se disolverian por'contacto
con una muestra de emnsayo acuosa, liberando asi el inicio-
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jdor para seguir polimerizando al"polimero soluble en agua.

I Las microcapsulas que se rompen por humedecimien-
-to comprenden paredes membranosas semipermeables, osmoética-
mente fragiles, que encapsulan a una fase acuosa que contie-
ine el iIniciador. La fase acuosa tiene una densidad relati-
tva, respecto a la muestra de ensayo, relativamente grande.
Cuando se ponen en contacto las capsulas con la muestra de
ensayo, hay un gradiente osmético a través de la membrana,
lo que causa un aumento de presion dentro de la capsula,
suficiente para romper sus paredes liberando asi el inicia-
dor.

La inhibicion fisica por separacion entre el sis-
tema reaccionante y el componente se puede conseguir tam-
bién con un sistema inhibidor que comprende un epéxido y una
fuente de poliamina desactivada, que produce poliaminas dis-
ponibles por contacto con agua. Son tipicas de tales fuentes
de poliamina las cetiminas y los tamices moleculares imprens
nados con una poliamina. En el primer caso, la cetimina reac
ciona con agua formando poliamina y una cetona. Bn el ultimo
caso, el agua puede entrar en la reticula del tamiz molecu-
lar y desplazar a la poliamina.

Alternativamente, en la composicién de ensayo se
puede incoroorar un poliisocianato expandible por agua, tal
como Hypol ~ disponible de la Dewey and Almy Chemical Di-
vision de VW.R. Grace & Co.

De los sistemas inhibidores,de acrilato cataliza-
dos por base o i6n hidroxilo, los asteres de 2-cinoacrilato
son especialmente adecuados para la presente invencién. Es-
tos asteres son componentes esenciales en los adhesivos ma-
nufacturados por la Eastman Kodak Company, y son rapidamente
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1 | polimerizables en presencia de agua, produciendo polimeros

duros. Tos ésteres metilico o etflico son los que estdn pri-

‘mordialmente disponibles en formulaciones de adhesivo comer-
7 jciales; tal como de Kodak, contenicndo los adhesivos, ademds
-.5 i de los ésteres, estabilizantes y espesantes, EL 2-cianoacri-
lato de metilo estd comtenido en el Eastman 910, y el 2-cia-
noacrilato de etilo es el éster primordiel del Rastman 910
&R, '

. E1 poli(alecohol vinflico), cuando se mezcla con
10 dcido bdrico, gelifica rdpidamente en presencia de dlealii,
tal como hidrdxlcg sédico, ¥y por tanbo es adecuado como sis-
tema inhibidor. Un método preferido vara ubtilizar esta a2l-
ternativa es incorgorar el dlcali en la comgosicidn de en~
sayo en forma ée microcidpsulas solubles en agua u oamética~
15 nente frigiles, As{, cuzndo entran en conbacto con la mues-
' tra de ensayo, todos los reactivos del sisteme inkibdider
se combinen, y la formacidn de un gel detiere el andlisis,
Aderds de ser dtil con bérax (écido bérico y &1~
cali), el poll(a-co ol vinilico) también gelifica con una
20 1 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 potasio titanio
X (Tlo(cao k)2.2H20) vy otros titanatos orgdnicos insolubili-
zan rdpidemente al poli(alcohol vinflico) a temperatura am-
25 .| biente, & un pil por encima, de aproximadamente 7. Adicional-
mente, el poli(alconol vinilico) forma geles térmicamente
reversibles con compuestos polifendlicos tales como resor-
cina, catequina, florogluclna Y eciertos colorantes y sales
de diazonio, :
30 .- El poli(alcohol vinilico) es adicionalmente Gtil
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en la presente invencién por sy, capacidad para reticularse,

mediante formacidn de acetal, con 1,3-bis-hidroximetilurea
(dimebmloluroa) y compuestos semcdantes, en presencia de
cloruro anénico. Como en muchos de Llos sistemas anteriores,
el catalizador o iniciador (HH401) se puede aislar por me-
dios tales como microencapsvlacién,

Los aldehidos polifuncionales también reaccionan
con poli(alconol vinflico) formsndo grupds acetal reticula- 1
doren, Hn esta téenica, un catalizador deido, tal cono dei~
do oxdlico u otro 4cido conpalitle con ¢l sistena rezccio-

|nante, se incorsors en la composicidén de ensayo ¥y el alde-

hido' se afsla del poli(alcohol vin{lieo), tal como por mi-
croencapsulacién, Desde luego, se puede zislar el dcido en
vez del aldehido, ciempre que este Wtino sea lo suficiente-~
mente no reactivo hacia el poli(alcokol vinflico) en ausen-

|cia del catelizacor.

Se ha hallado cue los vrecipitados polimeros son
Utiles en la presente invencién como sistema inhibidor. Es-
tos estén ejemplificados por la precipitacién de voli(alco-

1hol vinflico) de solucidén, vor sales tales como Na2003,

I\agso4 YK 504. Ademds, los dcidos polimeros tales como el
poli(dcido acrilico) pueden ser precipitados de una solu-
cién o gelificados poxr sales acetato de metales pesados, u
otras fuentes solubles en agua de iones divalentes, asi co-
mo por polietilenglicol.

‘ La hidroxipropilcelulosa (KLUC“L(:) disponidble de
Hercules, Inc,) es otro polimero que se presta para el sis-
tema inhibidor de la presente couwposicién de ensayo. Este
material se puede reticular con polineros deidos teles como
copolimeros de anhidrido maleico hidrolizado o poli(dcido
acrilico), por uso de compuestos tales como dimetilolurea,
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preferiblemente en presencia de vn pH bajo. _
Otro sistema de gelificacién dtil en la composi~
t¢ién de ensayo es la carbox1net11—ce1ulosa sédica y el idén
La (111).
; B GAﬁTRDZ(:>AN un copolimero de éter metilvini-
lico/anhidrido maleico disponible de GAF Corporation, es
aplicable a la composicidén de ensayo de diversas mancras.
Forma wi complejo insoluble con polivinilpirrolidons a va
»T menor que aproxinadamente 5. EL poli(dcido zcrilico) se
comporta de forma similar al GUMREZ ™ A con polivimilpi-
rrolidona, El GANTREZ ¥ AN también forma un complejo inso-
luble_con gelatina en solucidn 4cida, Andlogemente, el GAN-
TREZ = Al y otros polimeros y copolimeros dcidos son preci-

itados por compuestos tales como glicoles, poli(alecohol
1P s B

vinilico), hidroxizlechilcelulose y diaminas,

Como se-hz indicado antes, otros sistemas inhibvi-
dores estén bien dentro del émbito de la presente invencidn,
Lisi, se puede emplear un sistema inhibidor distinto de aque-
1los que scparan fisicemente al sistema reaccionante y el

Tleomponenle a analizar. Por ejemplo, una enzime que sea 14~

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-
cidén do cnsayo gue contenga U2l enzima produzca ung respues-
ta detectable tras un tiempo predeterminado, por uso de vn

. sistema 1nh1b1dor generador de calor.

Anéloganente, el sistema inhibidor puede compren—
der un veneno del sistema reaccionante. Por ejemplo, las exn-
zimas que contienen grupos mefcapto'(—SH) son desactivadas
por Hg (II), y las enzimas, en general, se desactiven en
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., hidrogenasa, mioquinasa, fosfalasa alcalina, fosfatszsa dci-

diversas clascs se presten especialmente bien pers la pre-
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presencia de dcidos y bases fuertes, tales como HCL y NaGi.
Son ejemplos de enzimas que Son inhibidas por Hg (II) la
&lutamato-descarvoxilasa, lactabo-deshidrogenasa, malato-des

da (pH 5,2), aldehido-oxidasa, disminodcidooxidasa, @ -anila~
sa, carbdnico-anhidrasa, colinesterasa, O(—glucosidaéa,'(\’;-ngl}g
curcenidasa, homogentizado-oxidasa, 3~hidroxiantranilato-oxi
dasa, e invortasa. Asi, la presente invencidén abarca la in-
corvoracidn de tales sistemas inhididores en la composicidn
de onsayo.

Las enzimes 1dbiles 2l calor tales como la sali-
cilato-hidroxilesa estdn igualmente dentro del datito de la
presente invencidn. Intre los meteriales gue producen ca-~
lor por contacto con una muestra de enéayo ecuoca se inelu-
yen el NaOH, AlCl3, TiCl3, aluminio-alcoiilos, y otros,

-‘Una meners de redrasar la desnaturalizaeién o el
envenenaniento de una enzima es aislar el sistema inhibidor
productor de calor, o vénenoso, con microcdpsulas. Asf, se
pueden elegir materisles de encapsulacidn solubles en agua
teles que los materiales productores de calor no se estén
expuestos a la muestra hasta después de haberse disuwelto el
material de encepsulacidén. Son adecuados para encapsulacidn
los maﬁeriales solubles en ague tales como gelatina, acrila-
nmidas, copolimoros de estireno/deido maleico, é hidroxipro-
pil celulosa, y mezclas tales como un coacervado (e gelati-
na y polimeros naturales o sintéticos, o C

Como se ha indicado antes, las microcédpsulas de

sente invencién cuando los ingredlentes han de estar tempo-
ralmente separades. Se pueden preparar por wa varieded de
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métodos bien conocldos. Es 1nd1cwt1vo de ellos el mébodo
:descrlto en Angew. Chem. Internat. Edit., 14:539 (1975), ¥
,las veferencias citadas allf. Las técnicas tales como poli-
' condensacibn interfacial, coacervacién y similares produci-
| vl microcdpsulas, Obras téenicas, tales como centrifugacidn
secado por pulverizacibn, y otras téonicas fisicomecdnicas,
hallardn utilidad, igualmente, en la prepara016n ée las mi-
crocipoulas, ’

Ta policondensacibn interfzcial es un método pre-
ferido pors przperar les microcipculas, debido a lz relabi-
va focilidad gque proporciona. Zn esta técnica se hace que
8os especies reactivas (comondmeros u oligémeros) reaccio-
nen en la interfase de un sistema de fases miltioles. Alli
tiene lugar la policcndensecidén, formando una delgada peli-
cula polimere que es insoluble en los medios que contienen
los mondmeros. Se hen preparado microcdpsulas adecuades, del
tipo osméticemente frégil, disolviendo un primer componente
comondmero, tal como una amina polifuncional, en una fase
scuose que contiene la sustancia a aislar. Esta fase acuo-

molaridad en relacién al intervalo de osmolaridad de la
muestra a annlizar, Iuego se dispersa o emulsifica esta fa-
se acuosa en wa fase inmiscible con agua, tal como wa acei-
te mineral, Ivego se afiade & la suspensidén o emulsibén vn se--
gundo comondmero, tal como wn haluro de deido polifuncional,
Cvando los comondmeros son aminas y haluros de 4cido poli-
. funcionales, se forman microcdpsulaes de poliamida, cada wna
de las cuales contiere vna porcién de la fase acuosa, es de-
cir, l& suslaancia aislada. ' -

Katerial pollmero adecuado, Util para formar la
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Jjpared de membrana semipermeable, osméticamente fragil, de

Ilas microcipsulas incluye, ademas de la poliamida, el po-
iliéstcr, poliuretano, poliurea y similares.

Otra manera de preparar ingredientes del sistema
iinhibidor, cuando uno de los ingredientes es soluble en
agua y el otro en disolventes organicos, consiste en utili-
zar un procedimiento de "dos inmersiones'". Asi, la matriz
de soporte de un dispositivo de ensayo se incorpora primero
en una solucidn acuosa de un ingrediente, se seca, Yy subsi-
guientemente se incorpora en una segunda solucion, del otro
ingrediente, en un disolvente orgéanico.

En algunos de los sistemas inhibidores antes des-
critos, que no requieren aislamiento de ingredientes, tales
como los que utilizan 2-cianoacrilatos, isocianatos expandi-
bles por agua, y reactivos de epdéxido, se ha de tener cuida-
do en excluir la humedad, tanto durante la preparacién de la
composicion y el dispositivo de ensayo como en el almacena-
miento antes del uso final. Asi se impide la polimerizacioén
del sistema inhibidor hasta el contacto con la muestra de
ensayo.

Los"sistemas inhibidores de gelificacién 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 cualquier medio ade-
cuado para producir el dispositivo de ensayo de la presente
invencién. Asi, se puede sumergir una matriz de soporte en
una solucidn Unica de todos los ingredientes de los sistemas
reaccionante e inhibidor. Alternativamente, cuando se re-
quiere un método de "dos iInmersiones'” debido a la necesidad
de aislar ingredientes, la matriz, alternativamente, se su-
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I .
merge, seca y vuelve a sumerglr como se ha deserito antes.

En'el cgso de gue se empleen microcdpsulas, se pueden fi-
v Jar a la matriz por use de adhesivos., Entre los que resul-
“tan ser particulammente deseables estén el acetato de ce-

‘glulosa, acetatobutirato de celulosa, hidroxipropilcelulosa

¥ polivinilpirrolidona, Los adhesivos deben ser 'inmiscibles
con la muesira de ensayo, y permitir que la muestra se absor
ba en la matriz de soporte,

Materisles adecuados que se pundon Usar Como na-
triz de soporic del dizpozitivo de emsayo incluyen papel,

| celulosa, madera, copos de resine sintélica, fidvra de vidrio

y olros papeles sintéticos, fieltro de polipropilenc, telas
no tejidas y tejidas, y similares, La matriz ze flja veate~

| josamente, por cuzlquier medio adecuada, a un miembro de =5
| porte usual, tal como wne tira de polimero, pare faciliter
| el wso.

En el método -de usar el di5positivo_de ensayo, la

|metriz que tiene incorporados exn ella los sistemas rezceio-

nente e inhibicdor se sumerge en la muestra de ensayo, Se

jdeja que pase €l intervalo de tiemgo predeterminado apropiz-

do para el disvositivo, y luego se analiza el dispositivo
para observer la respuesta detectable., Cuando la respuesta
es formacibén o cambio de color, el dispositivo se puede com
yarar con wn diagrama patrén de color., Si la respuesta com-
prende un cambio de reflectancia de luz, el dispositivo se
examina en un instrumento apropiado de medlaa de luz, tal
‘como 1os bien conocidos en la téenica.

Los siguientes ejemplos se.presentan para ilustrar
més‘y aclarar la presente invencidn. Sin embargo, se ha de
entender gue estos solo sirven para ejemplificar realizacio-
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' nes actuelmente preferidas, y no se han de interpreiar en

modo alguno como limitativos del dmbito de la invencién.
RIEIPTO 1 . K
Una solucién al diez por ciento en peso, en clo-

i roformo, de adhesivo Zastman 910 que contiene 2-clanocacri-

lato de metilo (Eastman Chemical Products, Inc., Kingsport,
Tennecssee, subsidiaria de Eastman Kodak Compant), se pre-
rard y olmacené en vn recipiente de vidrlo muy bien tapado,
Se preparéd un dispositivo de engayo para detectar glucosa
en orina (similer al CLINISTIX ¥), de la siguiente nanera,
Papeles de filiro hatmean 3MI se impregnaron con una solu-~
cidén de reactivo de ensayo, como se ilustra en las pabentes
de los FE.UU., n® 2.281.606 y 3.154,534, y luezo se secars:,
Especificarente, la formlacién fué cemo sigue: ‘
Poryiulacidn de CLIKISPIZX ‘

.Azua destilzda 758,1 ml
Etanol 957 , 205,0 nl

Carageenan Viscaria, manu-
facturado por Harine Co-

1lloids, In, . 2,5 8
Poliviniloirrolidona . . 25,0 &
Colorantes (FD&C 384) 0,28 g
o-tolidina, 2HCL ' 5,0 g
Acido cftrico (anuid.) 15,42 g
Citrato addico . : 67,92 g
GANTREZ Y AN-139 _ 7,5 &
Tensioactivo ' ‘ 2,5 &
Glucosa oxidasa . 76,0 ml
Peroxidasa _ 0,5 &

Porciones de este papel impregnado se impregnaron

luego adicionalmente con las soluciones antes descritas,
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._btros se trataron con cloroformo solo, como control. El re-

cipiente de impregnacidén permitia que el panel ewtrora v
saliera, pero estaba cubierio para reducir la evaporacién

; del cloroformo, al tiempo que permitia que el exceso de so-

lucidn de impregnacidn escurriese del papel en wna atudsfe~
ra rica en disolvente, dentro del recipiente, Tras rebirar

el papel del bafio se dejé que el disolvente se evaporase

durante 10 a 30 minutos a teuperatura ambiente, en vna at-
mésfera de bajo humedad controlada (£ 10/° HR), ¥l papel im
presmaedo de mondmero se almacend en la atmésfera oscura sc-
ca, y subsipguientemente se monté en un respaldo de pldstico
¥ se escindié 21l formato usuzl de tira de reactivo. Les ti-

.ras preparades se almaceraron luego en botellas de vidrioe

oscuro, en presencia de zdsorbente de humeded de gel de si-
lice. '

.Las %iras as{ vroducidss se evaluaron sumergiéndo
las individuzlmente durante tres (3) sezundos en muesiras
de orina de concentracién de glucosa comocida (0, 50, 100,
200 y 500 mg/dl), eliminando el exceso de nuestra e iniro-
duciéndolas en un aparato medidor de reflectancia. Las lec-
tures de reflectancia a 680 nm se registraron en funcidn del
tiempo, desde t = 15 segundos, incluyendo el tiempo de in-
nmersidén, durente 3,5 minutos. En la Tabla I se muestran los
cambios de los valores de reflectancia a intervalos, y los
valores de la reflectancia final, paras el papel especifico
pare glucosa impregnado con 10i% de Eastmen 910, 2 las va-
rias concentraciones de glucosa, El cambio de reflectancia
a 15 seg es la diferencia del valor de la reflectancia cuan
do no hay glucosa presente. Es evidente que no se observa
cambio del velor de la reflectancia tras dos (2) minutos.
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Istos colores finales se pueden‘&iferenciar visualmente con
claridad, y contimian permaneciendo estables durante perio-
: dos de varios dfas a varias semanas, dependiendo de las con
" diciones de almacenamiento.
: Las tiras de ensayo que solo se impregnaron con
cloroformo (controles) desarrollaron colores muy intensos
10 segundos tras sumerglr, pero el desarrollo de color con-
tinué rdpidomente, y tras dos minubos les tiras estaban ne-
grag, y no se podfs hacer ninguna diferenciacidn,

: TABLA I :
CAMBIO DE LA REFLECTANCIA COIl EL TIENRPO TRAS CONTACTO COX

) LA MUZSTRA

Concentra~ .
cibn de glu 15 { 40 | 65 {90 [115]140 | 165 | 215 PINAL

(mg #) B | R4|RH#R+T+R+|R+|Ra|
50 6,8/ 8,5|3,500,1{0 . Jo |0 |o | 59,
100 13,8(13,8] 5,6(2,0l0,1[0 o |o | a3,
200 22,615,3| 6,22,7{0,7[0 - {0 |o | 3,
500 30,8/15,7] 6,5(2,7/0,7/0 {0 |o | 22,
# R at =15 seg = f:'R(o met glucosa)“?t“R(n mgﬂ glucosa).

S
a
=
o
<t
1

- et ov:'g,
¥ 868 = BR(y precedente) ™ R(t)

BJENPLO IT

Un papel reactivo sensible a la glucosa, previamen
te preparado, se impregné como en el Ejemplo I con una so-
lucién de cloroformo que contenia 10:% en peso de Fastman
010 Ef (2-cianoacrilato de etilo), 1% (peso/vol.) de detor-
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{ gente no idnico s6lido, y 0,0L% (peso/vol.) de dcido dicar-
Eboxilico g6lido, Las tiras preparadas a partir de este papel
fimpregnado presentaron caracteristicas similares a las del
‘Ejemple I, y las tiras reaccionadas coloreadas presentaban
-un agpecto uniforme particularmente igual.
EJBILO IIT S

Se prepard papel reactivo seunsible a la cetona, sg
fin la poatento de Jos EE.UU, ne 3,202,855, sumergiondo pape-
les do filtro Vhatman 3N en la siguieate mezclo de primern
imnersidn, secando, y swmergiendo subsiguientomente on la st
Sunda inmorgsién,
Primera inoersidn

H,0 . 722 ml
Yosfato gbdico trihdsico . 202,2 g
Fosfato sédico ditdsico (anhid.) 86,7 g
Acido aminoacétice . 180,6 g
Seaunda inmersidn

Tensioactivos c 1,64 g
Copolfmerc E~-535 de polivinil— .
pirrolidonz/acetato de vinilo 67 ml
Nitroferriciaruro sédico . 8,24'g
Sulféxido de dimetilo , 401 m1
Cloroformo ' . 350 ml
Etanol, anhidro 200 ml

Las tiras asi preparzdas se impregnaron luego con
vna solucién en cloroformo que contenia 1075 en peso de Bast-
nan 910 I, como en el Ejemplo I. las tiras preparadas a par
tir de este papel impregnado, y evaluadas con orinas que con
tenfan varias concentraciones de dcido acetoacébico, presen-
taron excelentes caracterizticas de desarrollo de colox; y
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las intensidades de color indicativas de la concentracion
de acido acetoacotico en la orina ensayada permanecieron
estables.
EJEMPLO 1V

Un papel reactivo sensible a la glucosa se i1mpreg-
né con una solucién en benceno de 10N de Eastman 910, que
contenia 2-cianoacrilato de metilo. Por evaluacion, las ti-
ras de este papel presentaron las excelentes propiedades de
los ejemplos anteriores.
EJED-LO V

Se prepard un sistema de ''una inmersién' a partir
de la formulacidn siguiente.
Reactivo A

Fosfato sodico, tribasico 2,02 g
Fosfato sodico dibasico anhidro 0,87 g
Glicina (4cido aminoacoética) 1,81 g
Nitroferricianuro sodico (molido

y secado) 82,4 mg

Reactivo 3 :

Sulfosuccinato de dioctilsodio 8.4 nr
Tensioactivo GAFACMNRE-610

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

Hypol@ 2000 (prepolimero de
poliurctano), méndese hasta
que se disuelva " 0,99

Todos los constituyentes del "'Reactivo A" se
licron en un mortero con su mano, a polvo fino, y se sus-
pendieron en "Reactivo 3'. Un papel de filtro Y/hatman 32,1
seco (disponible de 3M Co., St. Paul, Minn.) se impregno
con esta suspension, y las tiras preparadas con este papel
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impregnado se evaluaron con orinas qﬁe contenian varias con
centraciones diferentes de 4cido acetomcético. Las intensi-
=daues de color de las tiras reaccionadas fueron estables, y
‘fueron funcifn de la concentruc16n de dcido acetoacdtico en

J

,la orina enuayada.

BJERPLO VI )
" Se prepararon un reactivo 1ﬁd;cador de glucosa ¥y
vna solucién de enzima, que tenian las 31ru1entes composi-
ciones

R,activo indicador de ~luccsa

Agva destilada 16,6 ml
Polivinilpirrolidona (EVP) ‘ 9,5 ml
Yoduro potésico C 4L,5¢
FDeC Azul ne 1 . 5,3 ng
Acido citrico ' 0,497 &
Citrato trisddico ‘ 2,182 g
' Sal tetrasédica del dcido '
(etilendinitrilo)~ietracéiico . 1,67 ¢
cantHEz & AN, solucién al 105 5 ml
Solucién de Enzime . 16,7 ml

Solucidn de enzima

225 ml de glucosa oxidasa

0,842 g de peroxidasa

Todos los reactivos anbteriores se mezclaron hasta
gue cstuvieron en solucidn. Volvmenes iguales de esta solu-
cibén de indicadof.reactivo, orina que contiene glucosa, e
Hypol ™ 2000 se afiadieron a una impresidén de placs para en-
sayo in situ, y se mezclaron con unz espitula hasta que em~
pezé. la formacién de espuma (aproximademente 1 minuto), El
prepolimero formé una espuma sélida coloreada en 3 a 5 minu-
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tos,
Il sistemn, cuendo se evalué con orine que conte-
:nfa 0, 100, 250, 500, 1,000 y 2.000 mg de glucosa/dl, desa-
;rrollo un color estable tras corto tiempo, y las intensida-
‘des. de color era indicabivas de la concentracién de glucosa.,
Los colores finales estaben comprendidos entre azul, a ver-
de, a marrén, dependiendo de la concentracién de glucosa, ¥
se compararonr con patrones de color. S

Dado que una gota de iypol'\-’ 2000 forma la espuma
suficiente pars llenar la impresidén de placa para ensayo in
situ, el encoyo se puede efectuar con una gota de muesira de
orina, y leerlo aln visvalneate, ’
EJEPLO VIT .
Un papel reactivo ezpecifico para cetorz, prepa-
rado segin la vatente de loe EE.UU. no 3,212,855, se impreg-
né con una solucién en cloroformo, al 105, de Eypo /2000,
vn prepolimerc de uretano expandivle con agua, disvonible
de Dewey and Almy Chemical Division de W.R. Grace Co. Esta
golucién puede’ contener ademés cualquiera de varios detergen
tes idnicos, en concentracidn variable entre 1 y 5% del pe-
so0 del prepolimero. Unas tiras vreparadss con este pavel im-
pregnado se evaluaron con orinas que contenfan diferentes
cantidades de deido acebomeético, y alecanzaron las intonsi-
dedes finales de color dogﬁro de 2 a 4 minutos, Estas inten

|sidades de color eran ostables, y oren funcién, claramento

distinguible v1sua1mcnﬁe,de la concentracidn de deido acelo-
acético, ‘
' Por lo que antecede, esthd claro gue la incorpora-
¢idn de los conceptos de la presente invencién es aplicable
no splo a la produccidn de tires o dlsp051t1vos de ensayo
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t del tipo de sumergir y ledr, sino también a obtras formas de

ensayo, incluyendo agquellas en Forma de sistemas liquidos,
h EJEI\IPLO VIIL
: Un dispositivo para la determinacién de urobilind-
i geno en orina se preparé impregnando primeropapel de Filtro
Whatman 311 con la siguiente mezcla: .

Agua destilada ' 70,5 g.

GANTREZ ¥ AN-139 : d 546 &
Acido sulfasalicilico 9,16 ¢
Cafeina o 7,05 &
Acido sulfdmico - 1,41 g
p-dinetilaminobenzaldehido 0,53 ¢
Sal tetras 6&10« del 4eido (etilen~
dinitrilo)-tetracético 0,14 ¢
Acido ascérvico 3,52 g
Laurilsulfato sdédico 0,70 g

. Iuego se secd el vapel y se siguibé imvregnando
con una solucidn al 4;5 en peso de volivinilpirrolidone en-
cloroformo. El papel resuliante se secd luego y se monté
sobre tiras de poliestireno para ensayo. Las tiras reacti-
vas se evaluaron sumergiéndolas durante tres ségundos en
nuestras de orina de concentraciones conocidas de urobili-
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 concentracidn de urobilindgeno., Iste efecto
tiempo~-ingrediente se consigue por la rapida formacidn de
complcjo copolimero hidrolizado de éter metil vinilico/anhi
drido maleico con polivinilpirrolidone, a.pH bajo.

Se prepard wna tira usada para la deteccidén de san
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gre oculta en orina, impregnando pa.pel de filtro V/hatman 3HU

}con la siguiente solucién:

-Lauril-sulfato sodico 0,84 g
Hidroperoxido de eumeno 1,67 g
6-metoxiquinolina 0,39 ¢
Citrato sodico. 2?7 .1,79 g

: Acido citrico 2,32 ¢
3)37,5,5"-tetrametilbencidina 0,45 g
Borato de trietafo lanina. 5,58 g
Sal totrasoédica dol Acido
(etilendlnitrilo)totraedtico 0,06 ¢
Dimetilsulfona 5,58 ¢
Agua 40,67 ¢
Dimeti lformamida 40,67 g

Tras secar, el papel se impregné adicionalmente
con una solucién al 16 en peso de Eastman 910H1 en clorofor-
mo. Las tiras preparadas a partir de este papel, por evalua-
cion en muestras de orina que contenian cantidades conoci-
das de hemoglobina (0, 0,016, 0,064, 0,16, 0,80 mg/dl), pro
dujeron dentro de dos minutos unos colores notablemente es-
tableo, cuya intensidad era funcién de la concentracidon de
hemogoblina.
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. REIVINDICACIONES

Tos punﬁés de invencidn propia y.nueva gue se pre-
sentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente de
Invencidén en Espafia, por VEINTE aflos, son 1los que se reco-
gen en les reivindicaciones siguientes:

10 12, Método para detectar la presencia de un com-
ponente en una muestra, comprendiendo el método: () poner
en contacto dicha muestra con une matriz de soporte en la
que se han incorporade (i) un sistema reaccionante que vor
contacto con dicha muestra interacciona con dicho componen-
15 te, produciendo una respuesta detectable, y (ii) wn siste-
ma inhibidor gque por contacto con dicha muestra inpide que
el sistema reaccionante interaccione con el ccmponente “tras
un tiempo predeterminado; (b) incubar la matriz, tras con-
tacto con dicha muestra, durante dicho tiempo predetermina—
20 do; ¥ (c) observar dicha respuesta detectable. .

© 28, Método segin la reivindicacidn 12, donde

dicho sistema inhibidor es un maberial que endurece o geli-
fica por contacto con dicha muestra. _

32, Método segin la reivindicacién 12, donde di;
25 cho sistema inhibidopr prodﬁce'calof por contacto con dicha
muestra, elevando as{ la temperatura de dicha natriz, tras
Pun tiempo predeterminado, de manera que se impide que-el

sistems reaccionente interaccione con dicho componente.

8,~ létodo segin la reivindicacidn 12, donde di-
30 cho sistema inhibidor es capaz de envenenar a dicho sistema

14107
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reaccionante tras un tiempo predeterminado.

5&.- Método segun la reivindicacion la, donde di-
cho componente es glucosa, cetona, sangre oculta, bilirrubi-
na, urobilindgeno, colesterol, i6n hidrégeno, proteina o ni-
trito .

68.- Método segin la reivindicacion 2a, donde
dicho material es &cido 2-cianoacrilico o un éster del mis-

mo.

7a.- Método segun la reivindicacién 28, donde di-,
cho material es poli"(alcohol vinilico).
8s.- Método de ensayo para detectar la presencia

de un componente en una muestra.

Tal y como se ha descrito en la Memoria que ante-
cedo y con los fines que se han especificado.

Esta Memoria consta de VEINTISIETE hojas escritas

a maquina por una sola cara;
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