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La invencidén se refiere a un dispositivo para
preparar un liquido de medicién para uso en .instrumentos ana-
1f{ticos épticos y se basa en un frasquito sellado contenien-
do una solucidn de reaccién exactamente preparada y un tubo
capilar que se puede introducir en el frasquito para alimentar

el liquido de prueba a lg solucidén de reaccidn. La invencién

se emplea especialmente en el examen anzlitico de liguidos
corporales, |
cas, clinico-quimicas y bioquimicas se ofrecen cada vez mds
las "pruebss ya preparadas® y estas "pruebas ya preparadas"
permiten al usuario determinar rapida y facilmente pardmetros
hematolégicos, clinico-quimicos y bio-quimicos sin necesidad
de tener que agregar reactantes.,

Estas "pruebas ya preparadas", también conocidas
como "mono-pruebas", "pruebas Unicas" o "pruebas en un solo
frasco” se caracterizan porque los componentes inestables del
reactante listo para su uso se almacena en la mayoria de los
casos en forma secada por congelacidén en contenedores de vi-
drio o de pldstico.

Antes de utilizar el reactante se introduce un
disolvente que puede contener ulteriores sustancias necesarias
para el reactante completo. '

En algunos casos, por ejemplo, en la determina-
cidn @e la hemoglibina, el reactante listo para su uso puede
estar presente en el contenedor de vidrio o plédstico.

Ia muestra a analizar,por ejemplo, l{quido, san-
gre, plasma o suero, se introduce en el reactante preparado
generalmente mediante una pipeta para garantizar una dosifica-

cidén exacta. La mezcla reactante~muestra se traslada & conti-

En el terreno de lag investigaciones hematolégi- :
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nuacién a un recipiente graduado, generalmente de vidrio o
cuarzo, y se analiza en un instrumento medidor, por e jemplo,
en un fotdémetro,

Ultimamente se han dado & conocer frasquitos
sellables (publicacién alemana DOS 2,422.260) que se han de-
sarrollado como frasquitos graduados de pldstico para un solo
uso (preferentemente compuestos de poliestireno) y que se
cierran herméticamente mediante una tapa de pldstico.

En este caso la tapa se une con el frasquito me-
diante una soldadura, por ejemplo, mediante ultrasonido, duran-

te la fabricacién en masa. La tapa tiene un punto de fractura

predeterminado que se puede romper mediante un gorrén. La
muestra a analizar se ihtroduce en el frasquito a través de !
la abertura asi producida en la tapa del frasquito.

El frasquito mismo ya contiene el liquido reac—
tante completo. En la determinacién fotométrica del ndmero de
eritrocitos, por ejemplo, s0lo es necesario que el usuario
introduzea 5 /ul de sangre en el frasquito a través de la aber-
tura en la tapa empledndo un tubo capilar de vidrio con volumen
calibrado. Ia medicidn fotométrica se realiza tan pronto como
la sangre se halla mezclado completamente con el reactante. Es-

te método es particularmente bueno debido a que el usuario no

tiene ni que agregar ni que disolver el reactante, ni precisa

de instrumentos auxiliares pare el andlisis, tales como pipe- |
tas, Bsto simplifica considerablemente el andlisis pudiéndose i

realizar correctamente por personal no entrenado especialmente,:
i
Los procedimientos descritos tienen lasg siguien-

tes desventajas:

En las "pruebas ya preparadas" generalmente sigue

siendo necesario hacer transferencias usando una pipeta, Para
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3

esta finalidad se precisan de instrumentos auxiliares costosos |
¥y sensibles, tales como por ejemplo pipetas de Eppendorf. El

empleo mismo de una pipeta representa una fuente de error. El
disolvente necesario, por ejemplo, agua destilada, no siempre
estd disponible en la cantidad exigida (agua destilada por

cuzrzo®,

E1 reactante completo o la mezcla completa de

reactante-muestra ha de ger transladado a un recipiente cali-
brado, por ejemﬁlo, un frasquito de vidrio, antes de poder rea4
lizar la medicién. Es esta una etapa de trabajo adicional que %
incluye la posibilidad de introduccidén de errores, asf, por !
eiemplo, frasquitoes no totalmente limpios o no totalmente se~ ;
cos (produccidén de errores en voliémen) o residucs de detergen- ;
tes en los frasquitos. En general, la realizacién de estas "prqé
bas ya preparadas" es tan complicada que no se pueden llamar
justificadamente "pruebas ya preparadas” y se presentan un ni- |
mero de fuentes de error tan grandes que estas pruebgs no se :
pueden realizar por personal qué no haya sido especialmente en-i

trenado.

Lé prueba descrita en la publicacidén alemana DOS %
2,422,260 cumple sustancialmente las exigencias de una "prueba }
ya preparada", El usuario no tiene que disolver reactantes ni |
ha de mezclar exactamente varias soluciones o trasladar la E
mezcla de reactante-muestra preparada a un recipiente calibra- ;
dor. Ten solo ha de introducir en el frasquito 1 muestra a ana-
lizar exactamente medida lo que puede realizar facilmente, por

ejemplo, mediante el empleo de tubos capilares de vidrio de %
voldmen calibrado, y trasladar entonces el frasquito al foté- é
metro. i

Las posibles fuentes de error que se puedan pre-
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sentar en esta operacidén son as{ eliminadas desde un princi-
pio y el proceso de andlisis se simplifica de tal manera que
personal sin entrenar es capaz de realizar el andlisis en for-
ma correcta.
Desgraciadamente hay sin embargo solo muy pocos
reactantes para andlisis bioquimicos, hematolégicos ydlinico-
quimicos que se mantengan en estado utilizable durante un pe-

ridédo de tiempo prolongadc (seis meses),

Esto vale especialmente para los modernos métodos
|

enzimiticos, tal como por ejemplo para la determinacidén del

1

nivel de azlcar en la sangre empledndo glucosa-oxidasa/peroxida

sa, hexoquinasa/glucosa-6-fosfato de hidrogenasa o glucosa-dehi
drogenagsa-mutarotasa, para la determinscién enzimdtics de dci-
do bdrico, drea, triglicéridos y colesterol y, naturalmente,
para determinar la actividad de les mismas enzimas.

Sin embargo, los reactantes para la determinacidn
no enzimética frecuentemente no se mantienen utilizables duran-
te un periédo prolongado (seis meses), Esto vale, por ejemplo,
en la determinacién de bilirubina empleando dcido sulfan{lico
diazotado segin Jendrassik and Grof /2/ o empledndo sal de
2,5-diclorofenil-diazonium segin Wahlefeld et al /37, asi como
para la deter@inacidn de la creatinina empleando dcido picrico/
NaOH segin Popper et al /4/. [

El empleo de frasquitos calibrados de un solo !

uso va acompatfiado de ulteriores problemes, El vidrio queda eli-f

minado como material para los frasquitos calibrados de un solo |

uso pués los frasquitos de vidrio son demasiado costosos en la |
|
calidad necesaria para las mediciones fotométricas. |

4

El empleo de pldsticos, por ejemplo, poliestirenoJ

permite una fabricacidén en masa menos costosa, pero frecuente-
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' moglibina hemiglobina y la KCN que transforma la hemiglobina

5
mente va acompafiado de problemas con respecto a la durabili- |
dad de los reactantes,

El poliestireno no es absolutamente impérmeable
al vapor de agua y si no se toman medidas adecuadas se varia
por esta razén el voldmen del l{quido de reactante en los fras-

quitos cerrados durante el periddo de almacenamiento. Como en

los andlisis ha realizar se exige una proporcidén de mezcla cono

cida, exactamente determinada, se obtienenresultados falsos.

El poliestireno es asimismo permeable a varios E
Zases. Esto repercute negativémente, por ejemplo, en la du= %
racidén del reactante para determinar la hemoglobina como cianu-!
ro de hemiglobina., Este reactante contiene, ademds de una sus- !
tancia tampén y un detergente para la hemélisis de los eritroci;

tos ademds hexacianoferrato potdsico (III), que oxida la he- :

en cianuro de hemiglobina., El ecianuro de hemiglobina se deter-
mina a continuacidén en forma fotométrica.

El KCN‘contenido en el reactante estd en equili-~
brio con el HCN en el recinto de gas sobre el ligquido. EL HCN
puede, sin embargo, difundir a través de la pared de polies-
tireno del frasquito de manera que el contenido en CN del E
reactante disminuye con un periddo de media vida de unas 4

gsemanas. El reactante por lo tanto no tiene suficiente duracién

para ser comercializado.

1

El cometido de la presente invencién es, por lo !
tanto, vencer los problemas de duracidén de vida mds arriba des-
critos y desarrollar una "prueba ya prevarada" en la que se ;
i
|

empleen frasquitos de un solo uso de material sintético previa-

mente fabricadcsy que le permitan al usuario obtener resultados

analf{ticos correctos en un periddo de tiempo breve sin instru- '
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6
mantos adicionales, tales como por ejemplo pipetas y sin nin-
&in entrenamiento especial.,

Este cometido se soluciona segin la presente inven-
cién poniendo a disposicidén un dispositivo para preparar un
1fquido de medicién para uso en instrumentos analiticos épti-
cos que comprende un frasquito sellado conteniendo una solu-
cién reactante exactamente preparada y un tubo capilar que
se inserta dentro del frasquito para ceder el liquido de mues- |

tra a la solucién reactante, donde las propiedades épticas

del lfquido de medicién se regulan digponiendo como minimo
uno de los reactantes necesarios para la formaeién de dicho

fluido de medicién de la mencionada solucién de reacciédn de

fase s6lida en el tubo capilar empleado para la alimentacién
del 1fquido de muestra y/o en un segundo tubo capilar que se
puede introducir en el frasquito.

Los reactantes se disponen preferentemente en la pa-
red interior del tubo capilar en forma findmente particulada.
De esta manera se puede ampliar considerablemente el espectro
de los reactantes. Frecuentemente todos los reactantes no se
pueden disponer juntos en una solucidén ya que se vuelven ines-
tables dentro de un breve periddo de tiempo o reaccionan entre !
s{ en esta forma, Este problema se resuelve elegantemente al=-

macenando tales componentes inestables en los tubos capilares.

Se logran asi reacciones anteriormente consideradas inadecuadas:
pars los procesos znalfticos descritos en la publicacidn ale- f
mena D0S 2,422,260 debido a la inestabilidad de los reactantes.
Los tubos capilares revestidos con uno de los reactantes y al- E
cenados en seco se pueden mantener estables durante largos pe=- E

riddos de tiempo (mds de seis meses) mientras los reactantes

que son estables en solucidén se pueden preparar debidamente ¥ ‘
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alimentar al frasquito calibrado.

El usuario puede ahora: ’

a) recoger la muestra (1iquido, sangre, plasma, suero)
con el tubo capilar revestido en su superficie interna e in-
troducir el tubo capilar llenado en el frasquito de plédstico
para un s0lo uso. De esta manera se ha formado el reactivo en

una etapa de trabajo sencilla y de rapida realizacidn estando

exactamente dosificada la muestra a analizar. Después de un {
. i

. i

periddo de reaccidn, en caso dado necesario, se puede analizar :
|

la muestra en un aparato de medicién (por ejemplo un fotdmetroﬁ.
i
In este caso el tubo capilar empleado deberd natural- !

I
mente estar calibrade en volimen y el componente de reactante

1
1
t
P
1
'

aplicado sobre la superficie interna del tubo capilar no debe-

i
r4 falsificar el volimen de llenado. i
|

b)Introducir el tubo capilar revestido sobre su super{

. i
ficie interior en el frasquito calibrado para un solo uso de

pldstico ya preparado, formandose asi el reactivo completo. La

i
muestra a analizar (1fquido, sangre, plasma, suero) puede en-

tonces ser afiadida (por ejemplo, empledndo un tubo capilar de i
voldmen calibrado). Después de un periddo de reaccidn, si es |
necesario, la muesitra se puede analizar en un instrumento de
medicién (por ejemplo, un fotdémetro). Si se ha de determinar

unvalor de control para el reactivo durante la prueba, éste

se puede obtener antes de introducir la muestra a analizar,
Si se ha de determinar un valor de control para la ‘

muestra es preferible introducir primeramente la muestra en el ;

frasquito calibrado de un solo uso de pldstico ya preparado,

1

determinar el valor de control, formar el reactivo completo me~

diante adicién del tubo capilar revestido y después determinar |

i
el valor analitico. Tanto el valor de control de la muestra comé
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el valor analitico se pueden asi determinar en un frasquito
calibrado de un solo uso de pldstico. Esto evita el uso de un
frasco adicional y la cantidad de muestra que en caso contra-—
rio seria necesaria para determinar el valor de control de la
muestra.

¢) Recoger otro componente inestable, por ejemplo,

una suspensién de enzimas o la suspensién de una mezcla de en-

zimas empledndo el fubo capilar revestido sobre su superficie l
interna e introducir éste en el frasquito calibrado de un solo !
ugo de pldstico ya preparado, formdndo asf el reactivo comple-!
to. La muestra se puede agregar antes o después de introducir
los componentes inestables, segin se haya de determinar un va-
lor de control de reactivo o un valorde control de la muestra,

El procedimiento descrito bajo a) se ha acreditado
especialmente, porejemplo, para determinar la hemoglobina como
cianuro de hemoglobina.

1,25 cc del reactivo que estd completo con excepcién
del KCN se introducen en el frasquito calibrade de un solo uso
de pldstico., El KCN (70/ug por tubo capilar) se encuentra en
estado finamente particulado en la superficie interior de un |
tubo capilar de volimen calibrado de S/ulde capacidad. La mues-
tra, en este caso sangre, se recoge en este tubo capilar. El

capilar se llena automdticamente por la acecidén capilar tan

pronto como se ponga en contacto con la sangre. El KCN se di- |
’ |
suelve inmediatamente en la sangre y no afecta en forma mensura-

ble la exactitud de la dosificacién de la muestra. Una ves que ,

el tubo capilar se halla llenado con sangre se introduce en el

frasquito calibrado de un solo uso de pldstico. E1l contenido

s

del tubo capilar se mezcla con el contenido del frasquito medi

te simple agitacién del frasquito calibrado y se completa simul
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tdneamente el reactivo. Después de un periddo de reaccidn de
tres minutos el contenido de hemoglobina de la muestra se pue-
de determinar directamente en un fotémetro.

El método descrito bajo b) haz demostrado ser espe-
cialmente eficaz para determinar la bilirubina con sal de
3,5~diclorofenildiazonium segfn Wahleseld et al /3/. Durante

esta determinacién se ha de tener en consideracién el valor

de control de la muestra., Como para determinar la bilirubina E
se necesita relativamente mucho material de muestra (en cada %
caso 50/u1 de cuero para el valor de control de muestra y ané—%
lisis) es aquf especialmente ventajoso que el valor de control%
de la muestra y el andlisis se puedan determinar en un fras- g
quito calibrado (es decir con 50/u1 de muestra). :
1,25 ce de reactiveo, que estd completo a falta de la é
sal de 2,5=-diclorodifenildiazonium se introduce en el fras- ;
quito ealibrado de un solo uso de plédstico. La muestra (por i
ejemplo 50 /ul de suero) se introduce en el frasquito em- {
pledndo un tuho capilar y el frasquito se agita ligeramente. Elé
valor de control del reactivo se puede determinar entonces en i
un fotdmetro. A continuacidn se introduce en el frasquito el %
tubo capilar sobre cuya superficie interna se ha situado la %
sal del 2,5-diclorofenildiazonium y se agita ligeramente, El |
valor analitico se determina en el fotdmetro después del.periddg
de reaccidn (10 minutos), El resultado, el contenido de bili- |
rubina de la muestra, se obtiene restando el valor de control
de la muestra del valor analitico y multiplicando la diferen-
cia por un factor fijo. |

El método descrito bajo ¢) se emplea preferentemente

cuando para la determinacién se necesitan varios componentes

inestables en solucién, tal como por ejemplo en la determinacidn
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agita ligeramente y se determina el valor analitico en el foté-

10

de colesterol enzimdtica segin Réschlau et al /5/ con ulterior

reaccidén de color segin Trinder /E/. 1,5 cc de una mezcla de

tampén de fosfato/fenol/metanol/hidroxi-polietoxi-dodecano

gse situa en el frasquito calibrador de un solo uso de pldstico.
La 4-amino-fenazona reacciona con fenol y con el H202,

formado durante la reaccién enzimdtica del colesterol dando

un componente de color (4-(p-benzoquinona monoimino)=-fenazona),

que se determina fotométricamente.

La 4-amino fenazona se sitda en forma sdélida sobre la
superficie interna de un tubo capilar de vidrio o de pléstico,%
ya que en sclucidén con el fenol, ya durante el almacenamiento,
forma el componente de color que se ha de determinar después
de la reaccién enzimdtica. E1l tubo capilar recubierto con la
4=zmino fenazona se utiliza para la introduccién de la mezcla
de enzima suspendida en, por ejemplo, sulfato aménico (unos

20/u1 de colesterol estearasa/colesterol oxidasa/peroxidasa) en

el frasquito calibrado de un solo uso de pldstico. EL contenidoé
del tubo capilar se mezcla con el componente en el frasquito '
bajo ligero agitamiento y el valor de control del reactivo se
determina entonces fotométricamente., Se agrega entonces la

muestra a analizar (1fquido, suero, plasma) con un tubo capi-

lar de volumen calibrado (por ejemplo 10/u1), el frasquito se |

metro después de un periddo de reaccién de unos 15 minutos. El |
resultado, el contenido de colesterol de la muestra, se obtie- E
ne restando el valor de control del reactivo del valor analiti—é
co y multiplicando la diferencia con un factor fijo. E

Con la invencién desctita es por primera vez posible E
ofrecer frasquitos de "prueba ya preparada" para investigacio- i
|

nes hematolégicas, clinico-quimicas y bioquimicas que, contra-
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11
rio a las "mono-pruebas", "pruebas lnicas" o pruebas en un solo
frasco" son verdaderamente "pruebas ya preparadas”.

El empleo de los frasquitos calibrados de la presente
invencidn permitan utilizar el mismo frasquito para prevarar
la mezcla y para la medicién. El usuwario, por lo tanto, ya
no necesita mezclar la muestra con el reactivo en un recipiente
de reaccidn especial y trasladarlo a continuacidn al frasquito

de medicidn,

Este significa tanto un ahorro en costes (no se preci-

|

san recipientes de reaccién) como también una simplificacién
de la operacién.

Como el frasquito de medicién ya contiene todos los

constituyentes 1{quidos de la constitucidén de reaccién en can- .
tidades exactas y los componentes inestables se sitdan en can-%
tidades exactas en la superficie interior del tubo capilar
(de vidrio o de pldstico) la solucién de reaccién se puede
terminar en forma sencilla simplemente por inserccidén del tu-
bo capilar en el frasquito calibrado de un solo uso de pldsti-

co. Se elimina asi errores en la disolucidn y dosificacidn de

los componentes inestables., El usuario no necesita realizar :

etapas empledndo una pipeta. El andlisis se puede realizar 3

asl en forma mds sencille, méds rapida y mds exacta. %

la aplicacién de los componentes inesta- :

bles en la superficie interior de un tubo capilar tiene venta- g
jas especiales:

Cantidades pequefias (microgramos) se pueden introdu-

eir y manipular exactamente en el tubo capilar.

No se precisan aditivos (por ejemplo materiales de

carga y aglutinantes) en la fabricacidn de tabletas (que pu~

dieran interferir con las reacciones que frecuentemente son
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12
sensibles a los aditivos.

El componente inestable se disuelve en forma garanti-
zada rapidamente (aproximadamente 1 minuto), ya que no se pre-
cisan de aditivos, mientras las tabletas precisan por ejemplo
10 minutos hasta disolverse totalmente.

Se evitan enturbiamientos frecuentemente producidos
por los aditives y que dificultan el andlisis fotométrico.

Se evita el contacto directo de sustancias peligro-
sas con la piel (dedos). ;

La duracién de las pruebas se prolonga considerable-
mente ya que también los componentes inestables en una solucién
de reaccién si se almacenan en seco y en frio se mantienen du-
rante afios, El1 periddo de reaccidén se puede reducir y por lo i
tanto también el periddo de andlisis. As{, por ejemplo, al de-
terminar la hemogzlobina por el método de cianuro de hemiglobi-
ne el pH de la solucidén se regula a 7,2. Esto es un compromiso
entre la velocidad de reaccién que disminuye segin se aumenta
el pH de la solucidén y la duracién de la solucién que aumenta
segin disminuye el pH debido a que el HCN se expulsa de la so=- !
lucién m4s rapidamente a un pH bajo y la solucidn de reaccién
por esta razén se inutiliza mds rapidamente.

El periddo de reaccién asciende hasta a 3 minutos a
un pH de 7,2,

A un pH de 6,8 el veriddo de reaccién solo asciende a

1 minuto, pero la solucién ya no es estable durante un periédo

prolongado. .
Sin embargo, si se emplea un tubo capilar interiormen—i

te revestido con KCN, entonces el pH de la solucién se puede |

regular, por ejemplo, a 6,3 con buena estabilidad y el periddo

de reaccién se puede reducir as{ claramente,
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" (Compur mini-photometer M 1000).

13

-Como no se precisan agentes auxiliares tales como pi-
petas o probetas calibradas para completar losg reactantes es-
tos ensayos estédn idealmente adecuados para un empleo mévil,
por ejemplo, en un helicéptero de rescate, ambulancia, o vi-
sitas a domicilio, en especial debido a que ya se dispone para

estos ensayos de un fotémetro portédtil accionado por bateria,

El empleo de frasquitos calibrados de un solo uso de
pldstico ofrecen también gran ventajaz con respecto & los cos-
tes. Por una parte no se necesitan instrumentos adicionales
tales como pipetas, contenedores de muestras o contenedores
de reaceién y, por otra parte, solo la cantidad del lfquido de

medicidén necesario para el frasquito de "prueba ya preparada"

se forma mediante adicién de los componentes inestables, no
debiendose desechar por lo tanto reactivos costosos (por ejem-
plo debido a la falta de estabilidad).

Como resultado de la operacidn simplificada se evitan
errores y por lo tanto no es necesario repetir andlisis.,

Debido a la operacién simplificada que sustancialmente
reduce las posibilidades de error, personas no entrenadas es-
pecialmente pueden asimismo realizarla y obtener resultados co-

rrectos en los andlisis. Estos ensayos se pueden por lo tanto

realizar también cuando no hay ningin personal especialmente |
entrenado disponible (por ejemplo durante los servicios noctur—%
nos cuando no hay empleados médicos disponibles, en los paisesi
en via de desarrollo). La oportunidad de que personal que no 3
han sido especialmente entrenados puedan realizar estas “prue- %
bag ya preparadas" permiten ulteriores ahorros financieros. %

Con referencia a los dibujos acompatiantes: I
|

Un frasquito compuesto de vidrio o Pléstico, mostrado
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en forma esquemdtica en el dibujo, sirve como frasquito de
medicién. Este estd llenado hasta aproximadamente la mitad con
una solucién de reaccidn 1 y estd herméticamente sellado en

su parte superior por una tapa 2., La tapa 2 sirve al mismo
tiempo como asidero para el frasquito para que no se ensucie
al ser mamipulado. Sobre la tapa 2 se encuentra un gorrén 3

que lleva un lugar de rotura 4, Si el gorrén 3 se rompe hacia

un lado se produce un agujero circular en la superficie de la '
tapa. A través de este tubo ge pueden insertar los tubos ca- f
pilares 5 y 6. El tubo capilar 5 sirve, por ejemplo, para la }
alimentacién de la muestra del lfquido. E1l tubo capilar 6 estd
recubierto en su superficie interior de un reactante en forma
sélida. En lugar demn forma de revestimiento el reactante sé-
lido puede también rellenar el volumen del tubo capilar en
forma suelta. Cuando los tuboé capilares 5 y 6 se introducen y
el frasquito se agita vigorosamente el contenido del tubo ca=-
pilar 5 y el reactante en el tubo capilar 6 pasan a la solucidn
de reaccién 1., Los tubos capilares 5 y 6 pasan asi a los rin-
cones del frasquito como resultado de las fuerzas de adhesién

y por lo tanto no interfieren con los pasos épticos de los ra-
yos en el fotdmetro. Es posible dotar ambos tubos capilares 5

y 6 de un revestimiento interno con varios reactantes, en cuyo
caso el capilar 5 se emplea simulténeamente para la introduceién
de la muestra. Ademds estd dada la posibilidad de operar con
un solo tubo capillar. En este caso el tubo capilar 5 se emplea !
tanto para la alimentacién de la muestra y al mismo tiempo comé
soporte para un reactante.

Como fotdmetros se pueden emplear instrumentos comer—

ciales del tipo descritos, por ejemplo, en la publicacidén ale-

mana DOS 2,338.206. l
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EJEMPLOS

A) Determinacién de hemoglobina con el método de cianuro de

hemoglobina.

En este caso la hemoglobina se oxida a hemiglobina

mediante hexacianoferrato (ITI) de potasio y la hemiglobina

se transforma.en cianuro de hemiglobina mediante cianuro po-

tdsico.

La cantidad a medir es la extineidn producida por el

cianuroc de hemiglobina a una longitud de onda de 540 a 546 nm, i
Instrumentos: Fotdmetro espectral o de filtro con longitud de %
ondas de medicién de 540 § 546 nm. |
Reactivos: Recipiente calibrado de un solo uso de pldstico %
con tapa.
Espesor de capa: 1,00 cm; Contenido: '1.25 cc
de reactante con la siguiente composicidn:
0,6 m moles/1 de hexacianoferrato (III) de potasio
2,5 m moles/1 de tampén de fosfato del pH 7,2 (6 pH 6,8)
1,5 m moles/1 de cloruro sédico
0,05% de detergente (por ejemplo Saponin). n
Tubos capilares de vidrio de voldmen calibrado con un contenido
de S/ul (longitud: 32 mm; didmetro interior 0,446 mm), que es-
tdn revestidos interiormente con 70/ug de KCN.

Método: .
El punto de fractura 4 en la tapa 2 del frasquito i

calibrado de un solo uso de pldstico se rompe mediante el go- :

rrén 3 previsto para esta finalidad. Se toman 5/u1 de sangre

por ejemplo, de una gota de sangre de la yema del dedo o de

un recipiente de muestra que contiene la sangre, mediante un

:
|
tubo capilar de vidrio con voldmen calibrado. Cualquier sangrel
|

que pueda quedarse en el exterior del tubo capilar se retira y
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el tubo capilar 5 llenado con sangre se introduce en el frasqui-
to.La abertura formada en la tapa 2 se sella mediante una eti-
queta adhesiva. La sangre se mezcla con el reactivo 1 agitando
el frasquito calibrado, teniendo cuidado, de que el frasquito
calibrado se manipule solo por la tapa y por la base de manera
que no se contaminen las paredes del recipiente (paredes de

medicién). Después del periddo de reaccidén (3 minutos) a un

pH de 7,2, 1 minuto a un pH de 6,8), la extincién producida :
por el andlisis se puede comparar con aquella que se obtiene !
de un recipiente calibrado de un solo uso de pldstico que ain ;
no ha sido utilizado (= valor de control de reactivo) en el
fotémetro. El resultado, la concentracién de hemoglobina en

la sangre, se obtiene en gramos de hemoglobina por 100 cc de

sangre mediante multiplicacidén de la extineidén por 36,8.

Preparacién de los tubos capilares revestidos interiormente con

¥XCN.
70 mg de KON se disuelven en 5 cc de un disolvente

adecuado (por ejemplo metanol o etanol). Los tubos capilares

5 se llenan por inmersién en esta solucién. El disolvente se
extrae bajo ligero vacio distribuyendose asi el KCN igualada-
mente en la superficie interior del tubo capilar. Si se alma-

cenan en seco el contenido de estos tubos capilares es esta-

ble durante como mfinimo 12 meses.

Si las botellitas calibradas de un solo uso de plds- |
tico se cierran de manera que sean impermeables al vapor de ;
agua (por ejemplo, sellando con 1ldmina de aluminio embutida)
entonces su contenido es asimismo estable durante como minimo

12 meses con voldmen constante,

Fl mdrgen de medicién y la sensitividad de la determi-

nacién correspondeh totalmente al método de referencia descri-
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t0 en 1 norma provisional DIN standard n® 58.931.
Ia exactitud y precisiéh de las medidas se comproba-
ron varias veces mediante andlisis de sangre de control (4 C
de CoulterCounter, CH 60 de Merz and Dade). Como se muestra
en la tabla 1 (apéndice), los mismos resulitados se obtienen
si la hemoglobina se determina utilizando los frasquitos ya

preparados de esta invencidén como cuando se determina la hemo-

globina empleando el hemoglobindmetro producido por Coulter !
Electronics GmbH.
Ia 1{nea de regresién y= 0,9669 . X + 0,3570 (y =

frasquito "ya preparado"; X= hemoglobindmetro) y el coeficien-

4
A e n e

te de la correlacién r = + 0,9985 se calculan de los resultados]
del experimento comparativo efectuado en 40 muestras de sangre;

i
humane. Conforme a estos valores hay una correlacién muy es-

trecha entre los dos métodos.

B) Determinacidn de bilirubina empleando sales de 2,5-dicloro-

fenil-diazonium.

Para esta determinacién el total de bilirubina se co-

pula con cloruro de 2,5~diclorofenil-diaazonium para formar la

correspondiente azobilirubina. La bilirubina indirecta se libe-g
ra mediante un detergente. La cantidad a medir es la extincién g
producida por la azobilirubina a una longitud de onda de 546 nm.
Instrumentos: Fotémetro espectral o de filtro con longitud de

onda medidora de 546 nm.

Reactivos: Frasquito calibrado de un solo uso de pldstico con
tapa.
Espesor de capa: 1,00 cm; Caontenido: 1,25 cc de reactivo con
la siguiente composicién:

0,1 N de 4cido hidrocloridico,

1% de detergente,
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Tubos capilares de vidrio con volumen calibrado de eo/ul de
contenido (longitud 30 mm; didmetro interior 1,302 mm) reves-
tidos en la superficie interior con cloruro de 2,6-diclorofe-
nil-diazonium.
Tubos capilares de vidrio con vollmen calibrado (So/ul) para
la dosificacién de la muestra.

Método.
El lugar de fractura 4 en la tapa 2 del frasquito

calibrado de un solo uso de pldstico se rompe mediante el go-
rrén 3 provisto para esta finalidad. So/ul de muestra, por
ejemplo, suero o plasma se introducen en el frasquito ecalibra~
do empleando un tubo capilar de vidrio con voldmen calibrado
5. Una ves que se ha cerrado la tapa con la etiqueta adhesi-
va la muestra se mezcla con el reactivo mediante ligera agita-
cién elfrasquito calibrado. Al hacer esto se debe cuidar de no |
tocar las superficies de medicidén. La extincién obtenida para
el frasquito calibrado (E1 = valor de cohtrol de la muestra)
se determina en el fotdmetro. El tubo capilar de vidrio 6 con-
teniendo el cloruro de 2,5-Aiclorofenil-diazonium se introduce
a continuacién en el frasguito calibrado y el frasquito se agi=-
ta ligeramente hasta que se haya disuelto el cloruro de 2,5-di
clorofenil-diazonium (unos 15 segundos); Después del periddo

de reaceidn (como mfnimo 10 minutos a temperatura ambiente) sze

determing en el fotémetro la extincién para el andlisis (E,).

El resultado, la concentracién de la totalidad de biw- i
lirubina presente, se obtiene en miligramos por 100 cc de mies—
tra (suero o plasma) sustrayendo el valor de control de la mues-

tra (E1) del valor de andlisis (Ez) y multiplicando la diferen-

cia por 44,5.

Preparacién de los tubog cepilares revestidos interiormente con
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eloruro de 2,5-diclorofenildiazonium.

125 mg de cloruro de 2,5-~diclorofenil-diazonium se
suspenden en 10 cc de un lfquido adecuado (por ejemplo &ter).
Tubos capilares de vidrio de volumen calibrado de 20/ul se
llenan por inmersién con esta solucién. El fluido se extrae
bajo ligero vacio. El cloruro de 2,5-diclorofenil-diazonium

queda asi igualadamente distribuido sobre la superffcie inte-

rior del tubo capilar. El contenido de estos tubos capilares
es estable durante como minimo 12 meses si se almacena seco y
frio. Si los frasquitos calibrados de un solo uso de plédstico

se envasan de manera que queden impermeables al vapor de agua

(por ejemplo por sellado con ldmina de aluminio embutida) en~
tonces su contenido es asimismo estable durante como minimo
12 meses con volimen constante.

El midrgen y grado de la sensibilidad de las medidas
obtenidas corresponden a las del método descrito por Wahlefeld
et. al. (3).

Ta exactitud y precisidn de las medidas se comprueban

varias veces con sueros de control de andlisis. Si se determing

la concentracidén total de bilirubina empleando los frasquitos

ya preparados se obtienen resultados que se pueden comparar
bien con los resultados obtenidos por la determinacién de la
total de bilirubina ségdn el método descrito por Wahlefeld
et al (3).

Las lineas de regresidn 4= 0,9392 .X + 0,1804 (y= fraé
quito ya preparado; X = envase de control, bilirubina método
DPD de Boehringer Mannheim) y el coeficiente de correlacién
r = + 0,9931 se caleula de los resultados de experimentos com—i

parativos efectuados en 40 muestras. ;

I

Segin estos valores existe una correlacidn muy estrecha
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entre los dos métodos,

C) Determinacién de colesterina enzimdtica empledndo colesterol

egterasa, colesterol oxidasa, perdxidasa y uwlterior reac-

cidn de color semin el método de Trinder.

En este método, se disocia éster de colesterol median-
te colesterol esterasa, El colesterol se oxida por :la coleste-
rol oxidasa formgndo la 454-colestenona. E1 H,0, asi formado
se hace reaccionar con fenol y 4-aminofenazona por peroxidasa
para formar el componente de color, la 4-(p-benzoquinona-mono-i
imino)-fenazona. Ia cantidad a medir es la extincidn producida

por la 4-(p-benzoquinona-monoimino)-fenazona a una longitud de

onda de 546 nm.

Instrumentos: Fotémetro espectral o de filtro con longitud de |
onda medidora de 546 nm.

Reactivos: Recipientes calibrados de un solo uso de pldstico
con tapa,

Egpesor de capa: 1,00 cm; Contenido: 1,5 cc de reactivo con la

siguiente composicidn:

0,4 m moles/ 1 de tampén de fosfato potdsico del pH 7,7

10 m moles/ 1 de fenol

1,8 m moles/ 1 de metanol

0,4% de hidroxipolietoxidadecano,

tubos capilares de vidrio de volumen calibrado de 20,m11 (longi~-

tud 32 mm, didmetro interior 0,892), revestidos en la superfi-
|

cie interior con 4-aminofenazona. !

'

Tubo capilar de vidrio de volummn calibrado (20/u1)para la alini
mentacién de las muestras, é
Mezela de enzimas en 3,2 M de solucién de sulfato aménico come %
puesta de 20 U/cc de colesterol esterasa

6 u/cc de colesterol oxidasa
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4 U/cc de peroxidasa.
Método:

El lugar de fraccién nominal en la tapa del frasquito
calibrado de un solo uso depldstico se rompe mediante el go-
rrén previsto para esta finalidad. Se introducen 20/u1 de la
mezcla de enzimas en el recipiente calibrado empleando el tubo

capilar de vidrio calibrado en voldmen revestido con 4=-amino-

fenazona en la superficie interna y se mezcla con el contenido ;

mediante ligera agitacidén. Se forma asi el reactivo completo
para determinar el colesterol. Ia extineién producida por el
recipiente calibrado (E1 = valor de control del reactive) se
determina ahora en un fotémetro. 20/ul de la muestra (suero o
plasma) se introducen a continuacidén en el frasquito calibrado
empleando un tubo capilar de vidrio de volumen calibrado y se
mezcla con el reactivo mediénte ligera agitacién. Terminado el
periddo de reaccidén (como minimo 10 minutos a temperatura am-
biente) se determina en el fotdémeitro la extincién para el and-

lisis (E2).

El resultado, la concentracidén de colesterol, se deter-

mina en miligramos por 100 cc de muestra (suero o plasma) me-
diante sustraceidn del valor de control del reactivo (E,) del

valor de andlisis (Ez) y multiplicando la diferencia por 652.

21

i

i

Preparacibén del tubo capilar revestido interiormente con 4-ami-i
1

nofenazona.

b
H

457 mg de 4-aminofenazona se disuelven en 20 cc de un -

1fquido adecuado (por ejemplo diclorometano o benceno). Tubos

capilares de vidrio de voldmen calibrado de 20/u1 se llenan por§

inmersidn en esta solucidén. El liquido se extrae bajo ligero

vacio a 60°C. La 4~-aminofenazona estd asi igualadamente repar- |

tida en la superficie interior de los tubos capilares.

!

l
I
!
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22

El contenido de estos tubos capilares es estable du-
rante como minimo 12 meses si se almacenan en frio ¥ seco,

Si los frasquitos calibrados de un solo uso de plés-
tico son impermeables al vapor de agua, por ejemplo, por se~
llado en lé4mina de aluminio embutida, entonces el contenido es
estable durante como minimo 12 meses con volumen constante.

La mezcla de enzimas se almacena en contenedores de
vidrio y es estable durante como mfnimo 12 meses si se almace-
na a +4°C.

El mdrgen de medicién y la sensibilidad de la deter-
minacién corresponde al método descrito por R¥schlau et al (5).

|

Ia exactitud y la precisién de la medicidn se comprue-

terminacién de la colesterina empledndo frasquitos ya preparados
se obtienen resultados que concuerdan bien con los resultados

de la determinacién de colesterina con el método segin R¥schlau

et al (5) empledndose el emvase de ensayos del método CHOD~PAP !

de colesterol segin Boehringer Mannheim,

Las lineas de regresién y= 0,9905 . X + 2,734 (r=frag
quito ya preparado; X= embase de ensayo seglin el método CHOD—PA%
de colesterol, Boehringer Mannheim) se calcula de los resulte- g
dos de los experimentos comparativos efectuados en 40 muestras '
y el coeficiente de correlacién era de r= + 0,9885,

Segin estos valores existe una estrecha correlacién

entre los dos métodos.

D) Determinacién enzimdtica de azdcar en la sangre empleando |

- {
glucosa oxidasa, peroxidasa y ulterior reaceidn de color se—i

gin Trinder (ejemplo para varios componentes sensitivos en i
el tubo capilar).

|
Con ¢ste método la glucosa se oxida por glucosa—oxidasé
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para formar 4eido glucénico. El H202Aasi formado se hace reac-.
cionar con fenol y 4-aminofenazormm empledndo peroxidasa para
formar el componente de color, la 4=-(p-benzoguinona-monoimine)-
fenazona.

La cantidad a medir es la extineién producida por la

4-(p-benzoquinona-amonoamino)~fenazona a una longitud de onda
de 546 nm,

Instrumentos: Fotémetro espectral o de filtro con longitud de

onda medidora de 546 nm.

Reactivos: Frasquito calibrado de un solo uso de pldstico con
tapa.

Espesor de capa: 1 cm.

Contenido: 1,5 cc de reactivo con la siguiente composicidn:

0,1 m moles/1 de tampén de fosfato del pH 7,0

4 m moles/ 1 de fenol

Tubos capilares de vidrio de volimen calibrado de 10/u1 (longi-

tud 10 mm; didmetro interior 1,12 mm), revestidos en la su-

perficie interior con una mezcla compuesta de glucosa oxidasa,

peroxidasa y 4-aminofenazona.

Tubos capilares de vidrio de voldmen calibrado de 10/u1 para
la alimentacién de la muestra.

Método.

El lugar nominal de rotura en la tapa del frasquito

calibrado de un solo uso de pldstico se rompe mediante el gorrén
previsto para esta finalidad. El tubo capilar de vidrio de vo-;
limen calibrado conteniendo la mezcla de glucosa-oxidasa, pero;
xidasa y 4-aminofenazona se introduce en el frasquito calibrado
formdndose as{ el reactivo completo., Inmediatamente después sei

introducen 10/ul de muestra (por ejemplo suero o plasma) en el i

frasquito calibrado empledndo un tubo capilar de vidrio de vo—i
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ldmen calibrado. El contenido de los tubos capilares se mezcla
con el contenidd del frasquito calibrado mediante ligera agita-
cién. La extineidn producida por el frasquito calibrado (E1=
valor de control del reactivo y valor de control de la muestra)
ge determina a continuacién en un fotémetro. Después de termi-
nar el periédo de reaccién (como minimo 20 minutos a tempera-

tura ambiente) se determina en el fotémetro la extincién para

el andlisis (E,). ;
El resultado, la concentracién de glucosa, se obtiene |
en miligramos por 100 ce¢ de muestra (suero o plasma) por sus-

traccién del valor de control del reactivo y valor de control

de la muestra (E1) del valor analitico (Ez) y por multiplica-
cién de la diferencia por 597.

Preparacién de los tubos capilares revestidos interiormente con

glucosg—oxidasa, peroxidasa, 4-aminofenazona.

500 mg de glucosa-oxidasa (grado de dureza II 100 U/mg]
50 mg de peroxidasa (grado de pureza .II 100 U/mg) y 520 mg de
4-aminofenazona se suspenden en 10 c¢c de un disolvente adecuado
(por ejemplo, acetona o dicloroetano). Tubos capilares de vi-
drio de volimen calibrado de 10/ul se llenan por inmersidn en
esta suspensién, El fluido se extrae bajo ligero vacio y la
enzimas y la 4~aminofenazona queda asi igualadamente repartida
en la superficie interna del tubo capilar.

El contenido de egstos tubos capilares es estable du-

rante como minimo 15 meses si se almacena en frio y seco. X

Si los frasquitos calibrados de un solo uso de plésti-i
co se envasan de manera que sean impermeables al vapor de agua, |
por ejemplo, por sellado en léminas de aluminio embutida, enton-

ces el contenido es estable durante como mfnimo 15 meses con
{

volimen constante. La determinacién es lineal en el mérgen de '
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50 hasta 400mg de glucosa por 100 cc de muestra. En concentra-

ciones de glucosa superiores la muestra se ha de diluir.

La exactitud y precisién de las mediciones se compro-

b6 mediante con varios andlisis de sueros de control.

En la determinacién de la glucosa empledndo frasquito

ya preparados los resultados obtenidos se pueden comparar bien

con los resultados obtenidos empledndo el envase automdtico

GOD-PAP de glucosa segin el método de Boehringer Mannheim para

la determinacién de la glucosa.

25

E

Ia lfnea de regresién y= 0,9828 . X + 0,7491 (y= fras-

quito ya preparado; X = métodode embase GOD-PAP de glucosa au-
tomdtico, Boehringer Mamnnheim) y el coeficiente de correlacién
r= 4+ 0,9923 se calcula de los resultados de los experimentos
comparativos efectuados en 40 muestras.

Seglin estos valores existe una estrecha correlacidn
entre los dos métodos.

E) Determinacidn enzimditica del azdcar de la sansre por el

método de glucosa-dehidrogenasa (ejemplo para ensayo UV).

Con este método la p ~-D=glucosa se transforma en D-
gluconolactona por glucosa-dehidrogenasa. Aqui se reduce la
NADf(picotinamida—adenina—dinucleotido = co-enzima) a NADHZ.
La enzima mutarotass acelera la formacidn de/9~D—glucosa de
o(-D-glucosa. La cantidad a medir es la extincién de NADH, =
una longitud de onda de 340 & 366 nm.

Instrumentos: Fotdmetro espectral o de filtro con longitud de
onda medidora de 340 § 366 nm,
Reactivos: Frasquito calibrado de un solo uso de pldstico con
tapa.
Espesor de capa: 1 em; contenido 1,5 cc de reactivo con la si-

quiente composicidn:
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0,1 m mol/1 de tampén de fosfato de pH 7,6
Tubos capilares de vidrio del volidmen calibrado de 10/ul (Lon-
gitud 10 mm; didmetro interior 1,12 mm), revestidos en la su-
perficie interior con una mezcla compuesta de glucosa-dehidro-
genasa, mutarotasa y NAD.
Tubos capilares de vidrio de voldmen calibrado de 10/ul para
la alimentacién de la muestra.

Con este método se determina el valor de control del
reactivo (necesario solamente una vez para cada envase). Para
esta finalidad un frasquito calibrado con tampdén se mide con

respecto a un frasquito calibrado con tampén y tubo capilar

lor de control del reactivo (E ).

La muestra (por ejemplo 10/ul de suero con plasma) se
introduce en el frasquito calibrado abierto y se mezcla con
el tamnpén. En el fotémetro se determina entonces el valor de
control de la muestra (E1). El tubo capilar revestido en el
interior de glucosa-~dehidrogenasa, mutarotasa, NAD, se intro- l
duce a continuacién en el frasquito calibrado y el contenido
ge mezcla con el contenido del frasquito calibrado mediante li-
gera agitacién. Terminado el periédo de reaccién (10 minutos

a temperatura ambiente) se determina en el fotémetro la extin-

cién producida por el andlisis (E,).

El resultado, la concentracién de glucosa en miligra- i

H
1

mos por 100 cc de muestira, se obtiene segin la siguiente férmu~!
las

Resultado: Ez--(E1 + Eo) x 824
P {dn de 1 - i1 k14 1_interi
de_glucoga de hidrogenzsa, mutgrg;gaa,man, '

v
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100 unidades de gluoca-dehidrogenasa

3,8unidades de mutarotasa y

14,6 mg de NAD

se suspenden en 10 cc de un disolvente adecuado (por ejemplo
diclorometano o dicloroetano). Tubos capilares de vidrio de
voldmen calibrado de 10/u1 se llenan por inmersidn en esta

suspensién. E1l disolvente se extrae bajo ligero vacio y las

enzimas y el NAD estdn igualadamente distribuidos sobre la

superficie interior del tubo capilar.

l
El contenido de estos tubos capilares es estable du- ;
rante como minimo 15 meses si se almacena en frio y seco. !

El contenido de los frasquitos calibrados de un solo %
uso de pldstico almacenados de manera que sean impermeables al{
vapor de agua, se mantienen asimismo estables durante mds de
15 meses, El mdrgen de medicién y el grado de sensibilidad de
la determinacidén es comparable con el método descrito por
Banauch et al (7). |
La exactitud y precisidén se comprobé mediante ama’llisis-E

miltiples de sueros de control.

En la determinacidn del contenido de glucosa empledndo;

|
los frasquitos ya preparados los resultados obtenidos se pueden

comparar bién con los resultados obtenidos en la determinacién

sayo de glucosa (método Gluc~DH, ensayo UV) de Merck.

Ia linea de regresién y= 0,9926 . X + 2,4120 (y=fras- !
quito ya preparado; X = Merckotest® glucosa) y el coeficiente
de correlacién r= + 0,9941 se calcularon de los resultados de
experimentos comparativos efectuados en 40 muestras.

Segiin estos valores existe una estrecha correlacién

entre los dos métodos.
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F) Determinacién de la actividad de colinesterasa por el mé-

tndo segin Ellman (Ejemplo de un método cinético).

Con- el método descrito por Ellman et al (8), la colint

esterasa disocia el ioduro de acetil-tiocolina en dcido acéti-

co y ioduro tiocolinico. El ioduro tiocolinico reduée el deido

5,5'=ditiobis=-2-nitrobenzéico (DINB) a dcido S5~-tio-2-nitroben-
zéico que se determina fotométricamente en una longitud de
onda de 405 nm.

ILa cantidad a medir es el cambio en la extincién pro-
ducido pof el 4ecido 5-tio-2-nitrobenzéico a una longitud de
onda de 405 nm.

Instrumentos: Potdémetro espectral o de filtro con longitud de
onda medidora de. 405 nm y un portador de reci-
piente de temperatura ajustable a 25°C.

Reactivos: Frasquito calibrado de un solo uso de pldstico con

tapa,

Espesor de capa: 1,00 cm; contenido: 1,5 cc de reactivo con la

siguiente composiciédn:

50 m moles/ 1 de tampén de fosfato del pH 7,2

0,1% de saponina '

Tubos capilares de vidrio de voldmen calibrado de 10/u1 (longi-

tud 10 mm; diémetro interior 1,12 mm), que se reviste en su

superficie interior de una mezcla de ioduro de acetiliiocolina

y de DTNB.

Tubos capilares de vidrio del volidmen calibrado de S/ul. para
la alimentacién de la muestra.

Método.

Como las determinaciones de la actividad de las enzi-

mas depende destacadamente de la temperatura, la actividad

de la colinesterasa se debe determinar a exactamente 25%,

|
|
i
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a una temperatura de 25%C, la extincién inieial (E1) se lee

29
Para este finalida@ los frasquitos calibrados de un solo uso
de pldstico se calientan previamente a esta temperatura (por
ejemplo en el sujetador de frasquito de temperatura ajustable
del fotdmetro). El reactivo completo se forma mediante la ine
troduccién del tubo capilar revestido en su interior de ioduro
de acetiltiocolina y DTNB. A continuacién se agregan B/ul_de
muestra (por ejemplo suero, plasma o sangre completz) empledn-
do un tubo capilar de volumen calibrado y se mezcla con el
reactivo mediante ligera agitacidén. El frasquito ealibrado se

|
coloda en el contenedor de frascos del fotémetro, y se ajusta |

después de 30 segundos,
' ' E, se determinaexactamente 60 segundos mds tarde. E3 5

se determina otros 60 segundos mds tarde., La diferencia de ex~

tincién por minuto-se obtiene como valor medio de E2 - E1 Yy

E3 - EZ' El resultado, la actividad de la colinesterasa en uni-

dades por mililitro (U/cc), se obtiene por multiplicacidn de

la diferencia de extincidén por minuto ( A E/min) por 22,6.

Prevaracidén de los tubos capilares revestidos interiormente con:

ioduro de acetildiocolina y DTNB.

2,25 g de ioduro de acetiltiocolina y 150 mg de decido
5,5'=ditiobis~2-nitrobenzdico (DTNB) .se suspenden en 10 cc¢ de

un disolvente adecuado (por ejemplo metanol & etanol). Tubos

capilares de vidrio de voldmen calibrado de 10/ul se llenan i

por inmersién en esta suspensidn. El disolvente se extrae bajo
ligero vacio y el ioduro de acetil-tiocolina y el DTNB quedan

asi igualadamente distribuidos en la superffcie interior del

tubo capilar.

El contenido de estos tubos capilares es estable du-

rante como minimo 15 meses si se almacena en frio y seco.
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El frasquito calibrado de un.solo uso de pldstico em-
basado de manera que Sea impermeabls al vapor de agua tiene
asimismo una duracidén de como minimo 15 meses. El mdrgen de
medicién y la sensibilidad corresponden a la del método des-
crito por Frank (9).

La exactitud y precisién se comprueban por varios
andlisis de suero de control, Al determinar la actividad de

la colinesterasa . empleando los frasquitos ya preparados los

resultados obtenidos se pueden comparar bien con los resulta-
dos de la actividad de colinesterasa determinada segin Ellman
et al (8), empledndose los paquetes de ensayo de colinesterasa
de Boehringer Mannheim.

La lfnea de regresién y= 1,0030; X = 0,0210 (y= fras-
quitos ya preparados; X = paquete de ensayo de colinesterasa
de Boehringer Mennheim) y el coeficiente de correlacién r = +
0,9963 se calcularon de los resultados de los experimentos
comparativos efectuados en 40 muestras,

Segin estos valores existe una estrecha correlacidén
entre los dos métodos.

Descrita suficientemente la naturaleza del invento,
asi como la manera de realizarlo en la prictica, debe hacerse
constar que las disposiciones anteriormente indicadas son sus~
ceptibles de modificaciones de detalle, en cuanto no alteren

su principio fundamental.

!
|
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REIVINDICACIONES

1.~ Dispositivo para preparar un lfquido de medicién
para uso en instrumentos analfticos épticos, compuesto de un
frasquito sellado conteniendo una solucidn de reaccidén exacta-
mente dosificada y un tubo capilar que se inserta en el fras-
quito para la alimentacién del liquido de muestra a la solu=-
cién de reaccidn, caracterizado porque las propiedades épti-
cas del 1liquido de medicién se regulan por la disposicidn de
como minimo uno de los reactantes necesarios para la formacién
del 1fquido de medicién de dicha solucidén de reaccidn en fase
s6lida en el tubo capilar empleado para la alimentacién del
1{quido de muestra y/o en un segundo tubo capilar que se in-

troduce en el frasquito.

2.- Dispositivo segin la reivindicacién 1, caracteri-
zado porque como mfnimo uno de los reactantes se aplica en for-
ma finamente particulada sobre la pared interior del tubo capi-

lar,

3.= Dispositivo segdn la reivindicacién 1 6 2, carac-
terizado porque pera la determinacién de la concentracidn de
hemoglébina la solucidén de reaccidn en el frasquito comprende

una solucidn de potasio-hexacianoferrato (III)/cloruro sédico

tamponado con fosfato y el tubo capilar empleado para la ali~- f
|
mentacién de la muestra se reviste de cianuro potdsico. ;

4,~ Dispositivo segin las reivindicaciones 1 6§ 2, ca=~

racterizado porque para determinar la bilirubina en la sangre

la solucidn de reaccién comprende 0,1-p de 4cido clorhfdrico y
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adicionalmente al tubo capilar empleado para la alimentacién
de la muestra de sangre se dispone un segundo tubo capilar que

se recubre de cloruro de 2,5-diclorofenildiazonium,

5.~ Dispositivo segin las reivindicaciones 1 § 2,
caracterizado porque para la determinacién del colesterocl en
suero o plasma la solucién de reaccién comprende una solu=-
¢ién de fenol-metanol tamponada con fosfato potdsico con adi-
cién de hidroxipolietoxidodecano y, adicionalmente al tubo
capilar empleado para la alimentacidn del suero o plasma se
emplea un segundo tubo capilar revestido de 4-aminofenazona
para introducir una mezcla de enzimas compuesta de colesterol-

esterasa, colesterol oxidasa y peroxidasa.

6.~ Dispositivo segin la reivindicacién 1 4 2, carac-
terizado porque para la determinacidén del azdcar de la sangre
enzimdtica segin el método de Trinder la solucién de reacciédn
comprende fenol tamponado con fosfato y adicionalmente al tubo
capilar empleado péra la alimentacién de la muestra de suero o
plasma se emplea un segundo tubo capilar que se dota de una

mezela de glucosa oxidasa, peroxidasa y 4-aminofenazona.

7.~ Dispositivo segin la reivindicacién 1 § 2, carac-

terizado porque para la realizacidén de la determinacién de

azfcar de sangre enzimdtica por el método de glucosa dehidro-

genasa la solucién de reaccién comprende una solucidén tampona-

33
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da con fosfato con un pH de 7,6 y adicionalmente al tubo capi—g

lar empleado para la alimentacidén de la muestra se emplea un

segundo tubo capilar que estd dotado de una mezcla de glucosa

dehidrogenasa, mutarotasg y nicotinamida adenin dinucleotido
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(¥AD),

8.~ Dispositivo segin la reivindicacién 1 § 2, carac-
terizado porque para la determinacidn de la actividad de co-
linesterasa segin el método de Ellman la solucidn de reaccién
se compone de una solucidén tamponada con fosfato con un pH
de 7,2 y adicionalmente al tubo capilar empleado para le ali-
mentacién de la muestra se emplea un segundo tubo capilaf re~
vestido de una mezcla compuesta de ioduro de acetil tiocolina

y dcido ditiobis-2-nitrobenzdico.

9.~ Dispositivo para preparar un liquido de medieién
para uso en instrumentos analiticos 6pticos, tal y como quede
sustaneialmente descrito en la presente Memoria e ilustrado
en los adjuntos dibujos,

Esta Memoria consta de treinta y cuatro hojas escri-
tags a mdquina por una sola cara.

Madrid,] 2 SAW 1978
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