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62 Testvorrichtung fiir die Bestimmung von Harnséure.

@ Die Testvorrichtung fiir die Bestimmung von Harn-
sdure in einer fliissigen Probe enthilt einen mit ei-
ner Zusammensetzung verbundenen Trdger, wobei die
Zusammensetzung auf die in der Probe vorhandene
Harmnsdure ansprechende Mittel und Phenol oder ein
substituiertes Phenol oder Naphthol oder ein substi-
tujertes Naphthol und 4-Aminophenazon enthilt, und
wobei in der Zusammensetzung zusitzlich ein Ferrocy-
anid-Ionen enthaltendes Reagens anwesend ist.
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PATENTANSPRUCHE

1. Testvorrichtung fiir die Bestimmung von Harnsdure in
einer fliissigen Probe, dadurch gekennzeichnet, dass sie einen
mit einer Zusammensetzung verbundenen Triger enthélt,
wobei die Zusammensetzung auf die in der Probe vorhandene 5
Harnsdure ansprechende Mittel und Phenol oder ein substitu-
iertes Phenol oder Naphthol oder ein substituiertes Naphthol
und 4-Aminophenazon enthilt, und wobei in der Zusammen-
setzung zusitzlich ein Ferrocyanid-Ionen enthaltendes Rea-
gens anwesend ist.

2. Testvorrichtung gemiss Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Phenol unsubstituiert ist.

3. Testvorrichtung gemiss Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das substituierte Phenol
3,5-Dichlor-2-hydroxybenzolsulfonsaure ist.

4. Testvorrichtung gemiss Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das zusitzlich anwesende Reagens ein Ferro-
cyanid-Salz ist.

5. Testvorrichtung gemiss Anspruch 4, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Ferrocyanid-Salz Natriumferrocyanid oder 20
Kaliumferrocyanid ist.

6. Verfahren fiir die Herstellung einer Testvorrichtung
gemiss Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass man einen
Trager mit der in Anspruch 1 genannten Zusammensetzung
verbindet. '

7. Verfahren geméss Anspruch 6, dadurch gekennzeich-
net, dass die Zusammensetzung und der Triger verbunden
werden, indem der Triger mit einer Losung des betreffenden
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Testmittels imprigniert und der Triger anschliessend getrock-
net wird.

8. Verfahren fiir die Bestimmung von Harnsdure in einer
fliissigen Probe, dadurch gekennzeichnet, dass man die
betreffende Probe mit der Testvorrichtung geméss Anspruch
1 in Kontakt bringt und auf dieser die Farbe beurteilt, die
sich dabei gebildet hat.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich allgemein auf das
Gebiet der diagnostischen Tests und spezieller jener Tests, die
niitzlich in der qualitativen und quantitativen Bestimmung
der Harnsdure in K&rperflissigkeiten, wie z.B. Urin oder
Blut, sind. Genauer ausgedriickt, bezieht sie sich auf jene
Tests, in denen die Harnséure in eine oxidierende Verbin-
dung umgewandelt wird, wie z.B. in ein Peroxid.

Die oxidative Kupplungs-Reaktion zwischen Phenol und
4-Aminophenazon, auch bekannt als 4-Aminoantipyrin, die
einen roten Chinonimin-Farbstoff ergibt, ist seit langem
bekannt und ist von Emerson, J. Org. Chem. 8: 417 (1943)
beschrieben worden.

Die Reaktion hat in der klinischen Chemie Popularitét
gewonnen, seit sie von Trinder [Ann. Clin. Biochem. 6: 24
(1969)] auf die enzymatische Bestimmung von Glucose ange-
wendet wurde, die auf folgendem Reaktionsschema basiert:

Glucoseoxidase .

Glucose + O2

2H,0

272

nonimin-Farbstoff + HH20

40
Das chromogene System Phenol (einschliesslich substitu-

ierte Phenole) + 4-Aminophenazon + Peroxidase, bezeich-

net als das Emerson-Trinder-System, wird heutzutage nicht

nur in der quantitativen Bestimmung von Glucose, sondern

auch von Cholesterin und Harnsiure im Serum, Plasma oder 45

+ Phenol + 4-Aminophenazon

spezifische Oxidase

>Gluconséure + H202

Peroxidase .
/Chl"‘

anderen biologischen Fliissigkeiten verwendet. Die Anwen-
dung dieses Systems bei der Bestimmung von Glucose wurde
in Meiattinis U.S.-Patent Nr. 3 886 045, jetzt wiedererteilt als
Re 29 498, offenbart.

Das allgemeine Reaktionsschema ist das Folgende:

1) Analyt + 02 — oxidierter Analyt +H202
fs”s
2)
H:C~
3!/ + H
Peroxidase
EEREE—
HSC hHZ
faHs
HiCar” N0 \
(gef&rbtes Produkt)
H.C N= =0



In der Emerson-Trinder-Reaktion konnen viele Phenole
eingesetzt werden. Beispiele solcher in der klinischen Chemie
am gebriuchlichsten, sind Phenol, p-Hydroxybenzoat,
2,4-Dichlorphenol, 3,5-Dichlor-2-hydroxybenzolsulfonsdure.
Desgleichen konnen verschiedene substituierte und unsubsti-
tuierte Naphthole eingesetzt werden.

Komponenten in Proben, die bestimmt werden konnen,
schliessen Glucose, Cholesterin, Harnsdure oder andere
Metaboliten ein, welche durch eine spezifische Oxidase, unter

5

gleichzeitiger Bildung von Wasserstoffperoxid, oxidiert wer- 10

den konnen. Die Oxidase ist Glucoseoxidase fiir die Bestim-
mung der Glucose; Cholesterinoxidase fiir die Bestimmung
von Cholesterin (Cholesterinesterhydrolase wird auch zur
Hydrolyse von esterifiziertem Cholesterin zugegeben) und
Uricase fiir Harnsdurebestimmungen.

Die Menge an gebildetem Farbstoff ist proportional der
Konzentration des Wasserstoffperoxids und deshalb auch
proportional der Konzentration der Komponente in der
Probe. Durch eine einfache Messung der Absorbanz in der
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umgesetzten Losung und durch Vergleich einer solchen Mes- 20

sung mit derjenigen einer bekannten Standardl6sung der
betreffenden Komponente kann auf diese Weise die Konzen-
tration der Komponente in der Probe ermittelt werden.

Der gebildete Farbstoff kann im sichtbaren Bereich
gemessen werden, im allgemeinen zwischen 500 und 550
Nanometer (nm), in Abhingigkeit des verwendeten Phenols,
wobei nur ein Colorimeter oder ein im sichtbaren Bereich
arbeitendes Photometers benétigt wird.

Das chromogene Emerson-Trinder-System leidet unter
dem Hauptnachteil, dass die oxidative Kupplungsreaktion
durch reduzierende Komponenten und Bilirubin, einem
Metaboliten, der gewdhnlich im Serum in Konzentration
nicht haher als ein Milligramm pro Deziliter (mg/dl) vorhan-
den ist, der aber bei einigen Krankheiten sehr hohe Werte (20
oder mehr mg/dl) erreichen kann, beeintrachtigt wird. Ano-
mal hohe Bilirubin-Werte beeinflussen die enzymatischen
Glucose-, Cholesterin- und Harnséuretests, indem sie die
Farbe der Reaktion zum Ausbleichen bringen. Der Einfluss
steigt mit der Zunahme des Bilirubin-Gehaltes.
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Die Erkldrung fiir den negativen Einfluss von reduzieren- 40

den Verbindungen z.B. Ascorbinsiure ist recht naheliegend,
da diese hauptsichlich als Konkurrenz des Chromogens in
der Peroxidase katalysierten Reaktion mit Wasserstoffperoxid
oder als Bleichmittel auf die gebildete Farbe wirken. Trotz-
dem ist der Einfluss von reduzierenden Substanzen in der
Regel kein wirkliches Problem, wenigstens im Serum nicht,
wo der Gehalt an Ascorbinsdure kaum je 3 mg/dl Ubersteigt.

Im Gegensatz dazu ist der Einfluss des Bilirubins ein
signifikantes Problem bei der Bestimmung von Metaboliten
im Serum mit Hilfe des chromogenen Emerson-Trinder-
Systems und stellt einen wichtigen negativen Gesichtspunkt
dieses Systems in der routineméssigen Laborpraxis dar, wo
oft hyperbilirubinemische Proben gefunden werden.

Der Reaktionsmechanismus des Bilirubins ist recht kom-
plex, und er wird bis heute noch nicht voll verstanden. Der
beste Beitrag, der soweit zu diesem Problem geleistet wurde,
stammt von Witte [Clin. Chem. 24:1778 (1978)], der den Ein-
fluss des Bilirubins einem oder mehreren der folgenden Fak-
toren zuschreibt: einfache spektrale Effekte, indem es ein
alternatives Peroxidasesubstrat darstellt, oder Zerstérung der
Peroxidasereaktionszwischenprodukte. N

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es deshalb,
ein verbessertes Testverfahren fiir die Bestimmung von Harn-
sdure in einer fliissigen Probe zu schaffen.

Eine weitere Aufgabe der Erfindung besteht darin, ein
verbessertes Testverfahren fiir die Bestimmung von Harn-
sdure zur Verfiigung zu stellen, das in hohem Masse resistent
gegen die beeinflussenden Wirkungen des Bilirubin ist.
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Aus der folgenden Beschreibung und den Anspriichen,
die sich auf bevorzugte Merkmale beziehen, konnen andere
Aufgaben ersehen und ein besseres Verstehen der Erfindung
erreicht werden.

Als Teil der vorliegenden Erfindung hat man entdeckt,
dass das Bilirubin chromogene Testverfahren des Typs mit
einem substituierten oder unsubstituierten Phenol und 4-Ami-
nophenazon stark beeinflussen kann, wobei zur Hauptsache
zwei verschiedene Mechanismen eine Rolle spielen kdnnen:
(1) das Spektrum des in der Reaktion gebildeten Farbstoffes
wird iiberlagert, was eine positive Interferenz darstellt und
(2), wie vorgehend diskutiert, die Beeinflussung basiert auf
einem chemischen Mechanismus, was einer negativen Interfe-
renz entspricht. Die positive Interferenz, die aus dem ersten
Mechanismus resultiert, kann dadurch reduziert werden, dass
man die Absorbanz bei einer Wellenldnge von 520 nm oder
hoher abliest. Eine solche Moglichkeit besteht jedoch nicht
beziiglich des zweiten Mechanismus. Er spielt gewdhnlich
eine extrem wichtige Rolle, indem ungenaue Resultate in den
oben beschriebenen Testverfahren erhalten werden, wenn
Bilirubin in der Probe in abnormal hohen Konzentrationen
vorhanden ist.

Im Gegensatz zu den Zusammensetzungen gemdss dem
heutigen Stand der Technik reagiert die in der erfindungsge-
massen Testvorrichtung verwendete Zusammensetzung in
hohem Masse empfindlich auf die Anwesenheit von Harn-
sdure in Korperfliissigkeiten und ist zugleich im wesentlichen
stabil gegen Bilirubin-Einfliisse.

Die erfindungsgemasse Testvorrichtung fiir die Bestim-
mung von Harnséure in einer fliissigen Probe ist dadurch
gekennzeichnet, dass sie einen mit einer Zusammensetzung
verbundenen Triger enthilt, wobei die Zusammensetzung auf
die in der Probe vorhandene Harnséure ansprechende Mittel
und Phenol oder ein substituiertes Phenol oder Naphthol
oder ein substituiertes Naphthol und 4-Aminophenazon ent-
hilt, und wobei in der Zusammensetzung zusitzlich ein Fer-
rocyanid-Tonen enthaltendes Reagens anwesend ist.

Obwohl aus Griinden der Klarheit in der folgenden
Beschreibung spezifische Ausdriicke verwendet werden, sol-
len sich diese Ausdriicke nur auf die speziellen Teile, die zur
beispielhaften Illustration ausgewdhlt wurden, beziehen, und
sie sollen den Rahmen der Erfindung nicht definieren oder
einschrinken.

Die in der erfindungsgeméssen Testvorrichtung enthal-
tene Zusammensetzung kann viele physikalische Formen
annehmen und enthilt ein Phenol, das substituiert oder
unsubstituiert sein kann und das wohlbekannt fiir seine
Anwendbarkeit zusammen mit 4-Aminophenazon-Indikator-
zusammensetzungen ist, in Kombination mit den Reagenzien,
die ein Ferrocyanid-Ion enthalten. Es werden solche Zusam-
mensetzungen beschrieben, zusammen mit Materialien wie
stabilisierenden Mitteln und anderen gebriuchlichen Additi-
ven, die, wenn es gewiinscht wird, zusitzlich angewendet wer-
den konnen.

Bevorzugte Reagenzien, die ein Ferrocyanid-lon enthal-
ten, schliessen Alkalimetallsalze des Ferrocyanids, wie z.B.
Natrium- oder Kaliumferrocyanid ein, wie auch andere Quel-
len von Ferrocyanid-Ionen, einschliesslich irgendeines ande-
ren Salzes oder Systems, welches Fe(CN)¢™-Ionen enthalt

60 oder fihig ist, solche zu liefern.

. . — ~ '/
Zusammen-mit diesen Reagenziemrenthritrdie Zusammen-
setzung: Mittel, die auf die Anwesenheit von Harnsdure in
einer fliissigen Probe so ansprechen, dass sie eine oxidierende
Substanz produzieren. Solche auf Harnsiure ansprechende

65 Mittel sind vorzugsweise enzymatischer Natur und schliessen

vorzugsweise Uricase und eine peroxidativ wirksame Sub-
stanz ein. Die Konzentrationen und Typen der Reagenzien,
die als auf Harns#ure ansprechende Mittel angewendet wer-
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den konnen, schliessen iiblicherweise die beim heutigen
Stand der Technik Bekannten ein.

Die Testmittel kénnen als Losung fiir die Bestimmung von
Harns#ure verwendet werden. Die bei der Herstellung solcher
Losungen verwendeten Losungsmittel kénnen Wasser, phy-
siologische Lésungen, organische Losungsmittel wie z.B.
Methanol oder Mischungen davon sein.

Fiir den Nachweis von Harnsédure wird die Zusammenset-
zung bevorzugt so angewendet, dass man sie zu einer Probe,

w

wie z.B. Urin, Cerebrospinal-Fliissigkeit, Gewebekultur-Fliis- 10

sigkeit und vorzugsweise Serum, Plasma oder gesamtes Blut,
gibt.

Wenn die Zusammensetzung in Ldsungsform verwendet
wird, wird das Reagenz, das das Ferrocyanid-Ion enthilt, vor-
zugsweise in Konzentrationen von 1,0 Mikromol/Liter
(emol/1) bis zu einer gesittigten Losung eingesetzt. Der
bevorzugte Bereich erstreckt sich von 5 pmol/! bis 50 pmol/I1.
Wenn Uricase Teil des auf Harnsdure ansprechenden Mittels
ist, bewegen sich dessen Konzentrationen vorzugsweise von
10 International-Units (I.U.)/Liter (1) bis 200 I.U./1. Wenn
Peroxidase mindestens eines der Reagenzien ist, das zu den
auf die Harns#ure ansprechenden Mittel gehdrt, liegen die
Konzentrationen der Peroxidase vorzugsweise zwischen 10
1.U./1und 200 I.U./L

15
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Die Enzymaktivitit wird in International-Units (1.U.) aus- 25

gedriickt, wobei eine [.U. die Menge an Enzymaktivitat
bedeutet, die benétigt wird, um unter spezifischen pH- und
Temperaturbedingungen die Umwandlung von 1 Mikromol
(umol) Substrat zu bewirken. Die in den Beispielen verwen-
dete Meerrettich-Peroxidase und Uricase kénnen von The
Research Products Division, Miles Laboratories, Inc., Elk-
hart, Indiana erhalten werden.

Das erfindungsgemisse Verfahren zur Herstellung von
erfindungsgemissen Testvorrichtungen schliesst das Einar-
beiten der Zusammensetzung in einen Trager, wie beispiels-
weise eine Matrix. ein. Wenn dieses Einarbeiten allgemein
darin besteht, dass der Triger mit einer Losung, welche die
erfindungsgemiss eingesetzte Zusammensetzung enthilt,
imprigniert wird, so wird {iblicherweise der so imprégnierte
Triger getrocknet. Zusétzlich zum Imprégnieren kénnen die
betrachteten Testvorrichtungen durch andere geeignete Ein-
arbeitungstechniken erhalten werden, beispielsweise indem
man die Zusammensetzung auf das Substrat oder die Matrix
spriiht oder driickt. Alternativ dazu kann die erfindungsge-
miss eingesetzte Zusammensetzung einem Trager zugefiigt
werden, der die Form einer gepressten oder geschmolzenen
Tablette, die gebriuchliche Trigermaterialien enthélt, haben
kann.

Der Ausdruck «Triiger» bezieht sich im allgemeinen auf
Matrizen, die unléslich sind und ihre strukturelle Integritét
behalten, wenn sie mit physiologischen oder anderen Fliissig-
keiten zusammengebracht werden. Geeignete verwendbare
Matrizen kénnen Papier, Cellulose, Holz, synthetische Harze,
Vliese, Glasfasern, nichtgewobene und gewobene Materia-
lien, Gelatine, verschiedene organische Polymere, wie Poly-
propylen und andere dem Fachmann als filmbildende Mittel
wohlbekannte organische Materialien sein.

Aus Griinden der Bequemlichkeit kann der Triger oder
die Testvorrichtung mit einem unléslichen Stiitz- oder Griff-
teil versehen sein, der aus Polystyrol angefertigt sein

Wenn die Testzusammensetzung fiir-den Nachweis von
Harnsdure im Blut verwendet wird, so wird die Oberfliche
der imprégnierten Trigermatrix vorteilhafterweise mit einem
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aus Ethylcellulose, geldst in Benzol, aufbringt und dann das
Lésungsmittel durch verdampfendes Trocknen entfernt.

Harnsiure-Indikatoren in der Form von behandelten Tri-
germatrizen oder Testvorrichtungen werden oft wihrend
einer betrichtlichen Zeit gelagert, bevor sie gebraucht wer-
den, und es kann deshalb wiinschbar erscheinen, dass die
gewihlten Reagenzien an Luft nicht leicht selbst oxidierend
sind. Es kann ratsam sein, die Testvorrichtung vor Licht
geschiitzt zu halten, und in gewissen Fillen kann es wiinsch-
bar sein, sie in einer luftdichten Verpackung aufzubewahren,
die nur gedffnet wird, um eine oder mehrere der Testvorrich-
tungen kurz vor deren Verwendung herauszunehmen.

Wenn es gewiinscht wird, kann die Tragermatrix mit
einem Hintergrund-Farbstoff einer bestimmten Farbe, bei-
spielsweise Gelb, behandelt werden, so dass sich die Farbe,
die durch die Testreaktion gebildet wird, mit der Hinter-
grundfarbe mischt, und so verschiedene Férbungen hervor-
ruft, die den Konzentrationen der Proben-Komponente ent-
spricht. )

Die Vorrichtung wird vorzugsweise durch einen einzigen
Eintauch-Prozess hergestellt. Die Konzentrationen der in die-
ser Eintauch-Losung verwendeten Reagenzien kann von 10-3
mM bis zur Sittigung der Losung variieren. Fiir das 4-Amino-
phenazon ist im allgemeinen eine Konzentration von etwa 0,2
mM am niitzlichsten: In der Eintauch-Ldsung kann die Kon-
zentration der Peroxidase von 0,1 mg/dl bis 20 mg/dl gehen.
Als Losungsmitte] bei der Herstellung der Imprégnierungs-
Loésung kdnnen Wasser, physiologische Lasungen, organische
Losungsmittel oder Kombinationen davon verwendet werden.

Die Testvorrichtung wird vorteilhafterweise so angewen-
det, dass man sie voriibergehend in eine Testprobe taucht
oder, andernfalls, indem man die Testprobe auf die Triger-
matrix aufbringt, wobei, wenn Harnsidure anwesend ist, ein
nachweisbarer Farbwechsel resultiert. Die Testvorrichtung
kann auf gleiche Art eingesetzt werden, gleichgiiltig ob Pro-
ben von Plasma, Serum oder anderen Kdorperfliissigkeiten
getestet werden sollen. Wenn Blut als Ganzes getestet werden
soll, ist es aber im allgemeinen von Vorteil, wenn ein Blut-
stropfen mit der Oberfliche der Vorrichtung kontaktiert wird.

Die folgenden Beispiele dienen nur zur Veranschauli-
chung und stellen keine Begrenzung der Erfindung dar. Der
Fachmann wird in der Lage sein, Variationen, Substitutionen
und Anderungen in den Bestandteilen und Parametern vorzu-
nehmen, wie es ihm wiinschbar erscheint.

Beispiel |
Bestimmung von Harnséure in Serum Uricase und Peroxi-
dase/3,5-Dichlor-2-hydroxybenzolsulfonsdure/4-Aminophe-
nazon

Es wurden Testldsungen nach dem Stand der Technik
sowie erfindungsgemass hergestellt und beziiglich ihrer Resi-
stenz gegen interferierende Wirkungen des Bilirubins bei der
Bestimmung von Harnsdure verglichen.

Die nach dem Stand der Technik zubereiteten Testldsun-
gen hatten die folgende Zusammensetzung:

Phosphatpuffer 150 mmol/1,
) pH 7,0
Uricase 60 1.U./1
60 Peroxidase 140 1.U./1
4-Aminophenazon 0,24 mmol/1
3.3-Dichlor-2-hydroxybenzolsulfonsdure 2,0 mmol/I

Die Losungen welche die erfindungsgemisse Zusammen-

semipermeablen, transparenten, bedeckenden Film aus Ethyl- 65 setzung enthielten, wurden in exakt der gleichen Weise wie

cellulose oder aus einem anderen geeigneten Material
bedeckt. Das kann zum Beispiel so geschehen, dass man auf
die Oberflache der impréignierten Trigermatrix eine Schicht

oben beschrieben hergestellt, aber man fiigte 20 umol/1 Kali-
umferrocyanid [KsFe(CN)e] zu.
Je ein 2,0 ml-Aliquot der Testverbindung nach dem Stand



der Technik wurde in eine erste Gruppe von Testrohrchen
pipettiert und je ein 2,0 ml-Aliquot der Losung mit der erfin-
dungsgemdssen Zusammensetzung in eine zweite Gruppe von
Testréhrchen gegeben. Zu den Testrohrchen jeder Gruppe
wurden parallele Serien von Proben gefiigt.

Verschiedene, erhaltene Serumproben wurden zusammen-
gemischt und auf den Gehalt an Harnsdure und Bilirubin
gepriift. Zu den vereinten Seren fiigte man Harnséure bis zu
einer Konzentration von 6,0 mg/dl und teilte dann die
Losung in Aliquote auf. Dann gab man zu den Aliquoten Bili- 10
rubin, um Proben von Testlésungen zu erhalen, die Bilirubin-
Konzentrationen von 0,7, 1,4, 2,2, 3,6, 5,0, 6,5, 8,8, 12,1, 16,7
und 23,4 mg/dl hatten. Andere Harnsdure-Lésungsaliquote
ohne Bilirubin wurden als Standardlésungen verwendet.

Jede Gruppe der Testréhrchen wurde mit parallelen
Serien von 0,05 ml Proben-Aliquoten versehen, welche die
verschiedenen Bilirubinkonzentrationen enthielten. Die
Losungen in den Testréhrchen liess man darauf 15 Minuten
bei Raumtemperatur reagieren. Die Absorbanz wurde bei 520
nm gegen entsprechende Blindproben ohne Uricase abgele-
sen.

Die Resultate mit dem Gehalt an Harns4ure in Prozenten,
bezogen auf die urspriinglich vorhanden gewesene Menge,
die aus Tests mit Zusammensetzungen nach dem Stand der
Technik und nach der Erfindung mit den verschiedenen Bili- 25
rubin-Konzentrationen erhalten worden waren, sind in der
folgenden Tabelle | zusammengestellt.

t5

20

Tabelle 1 3

Gefundene Harnsaure (in %o der urspriinglichen
Menge)
mit Kas Fe(CN)e

(=1

Bilirubin (mg/dl) ohne Ki Fe(CN)e

35

0.7 100,0+ 1,2 100,0+ 1,2
1.4 100,0 97,2
22 99,2 93,5
3.6 98,0 83,6
5,0 97,0 78,5
6,5 95,9 71,5 40
8,8 93,4 59,0
12,1 91,0 43,5
16,7 90,0 21,0
23,4 89,0 -

45

Bei der Abwesenheit von Ferrocyanid kann beim Harn-
sduretest eine bemerkenswerte chemische Interferenz (etwa
6%) festgestellt werden, selbst bei so kleinen Bilirubinmengen
wie 2 mg/d! und dieser Effekt gar noch wesentlich dramati-
scher (mehr als 20%) bei Mengen von 5 mg/dl.

Wenn Ferrocyanid verwendet wird, reduziert sich die che-
mische Interferenz des Bilirubins sehr stark; statistisch nicht
signifikant bei 2 mg/dl Bilirubin; 3% bei 5 mg/dl; um 10%
bei Bilirubinmengen von 15-20 mg/dl
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Beispiel 2
Testvorrichtung fiir die Harnsdurebestimmung in Urin mit
Uricase und Peroxidase/3,5-Dichlor-2-hydroxybenzolsulfon-
sdure /4-Aminophenazon

Es wurden Testvorrichtungen, die Zusammensetzungen,
hergestellt einmal nach dem Stand der Technik und einmal
gemdss der Erfindung, eingearbeitet enthielten, beziiglich
ihrer Resistenz gegen interferierende Effekte des Bilirubins
beim Test auf Harnsdure in Urin verglichen.

Eine Impréignierungslosung gemiss dem Stand der Tech-
nik setzte sich wie folgt zusammen:

Phosphatpuffer 150 mmol,

pH7,0
Uricase 150 I.U.
Peroxidase 860 L.U.
4-Aminophenazon 0,24 mmol
3,5-Dichlor-2-hydroxybenzolsulfonsiure 2 mmol
H:0 auf 1000 mi

Eine die erfindungsgemisse Zusammensetzung enthal-
tende Lasung stellte man genau gleich her und fiigte noch 20
umol Kaliumferrocyanid [KsFe(CN)s] zu.

Blétter von Whatman Nr. 17 Filterpapier (Whatman, Inc.
Clifton, N.J.) wurden bis zur Sittigung mit der Imprignie-
rungsldsung getrdnkt und bei 60 °C getrocknet. Diese Blitter,
welche den getrockneten Riickstand der Imprignierungsls-
sung enthielten, wurden in Stiicke von 2,5 Millimetern (mm)-
x 2,5 mm geschnitten und ergaben so die Testvorrichtungen.
Diese Stiicke wurden mit doppelseitig klebendem Band ein-
seitig verstdrkt und zugleich mit einem Plastikgriff versehen.

Verschiedene erhaltene Urinproben wurden zusammenge-
geben und der Gehalt an Harnséure und Bilirubin bestimmt.
Der vereinte Urin wurde dann mit 10 Volumenteilen destil-
lierten Wassers verdiinnt. Zu dieser verdiinnten Harnmi-
schung gab man Harnséure bis zu einer Konzentration von
6 mg/dl. Dann fiigte man Bilirubin zu bis zu einer Konzentra-
tion von 10 mg/dl und erhielt so eine Testlgsung. Diese Test-
16sung wurde in Aliquote aufgeteilt.

Die erfindungsgemassen ebenso wie die nach dem Stand
der Technik hergestellten Testvorrichtungen wurden fiir kurze
Zeit in je ein Aliquot der Harnsdure-Testlsung getaucht.
Nach etwa 10 Minuten wurden die Testvorrichtungen visuell
auf eine Farbinderung hin untersucht.

Erfindungsgemdiss hergestellte Testvorrichtungen zeigten
eine deutliche Farbdnderung, welche die Anwesenheit von
Harnséure offenbarte, wihrenddem Testvorrichtungen, wel-
che die Zusammensetzung nach dem Stand der Technik ent-
hielten, ihre Farbe nicht inderten und so félschlicherweise

50 negativ auf Harnsdure anzeigten.

Obwohl die Erfindung mit einem gewissen Grad an Parti-
kularitdt beschrieben worden ist, soll die vorliegende Offen-
barung als beispielhaft verstanden werden, wobei in den
Details eine Vielzah! von Anderungen vorgenommen werden

55 kann, ohne dass man dadurch den Rahmen der Erfindung

sprengen wiirde.
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