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Beschroibung

Die vorliegende Erfindung betrifft ein trﬁgergebundenes. mehrkomponentlges Nachweissystem zur kolo-
rimetrischen Bestimmung esterolytisch oder/und proteolytisch aktiver Inhaltsstoffe von Kérperfliissigkeiten.

Dem Nachweis esterolytisch oder/und proteolytisch aktiver Inhaltsstoffe von Kérperfliisigkeiten kommt ei-
ne groRe Bedeutung zu. Insbesondere fiir die Diagnostik von Erkrankungen der Niere und des Urogenitaltrak-

_tes ist es wichtig, Leukozyten anhand der ihnen innewohnenden esterolytischen oder/und proteolytischen Ak-

tivitit in Urin nachzuweisen. Hierfiir haben sich trigergebundene Nachweissysteme, z.B. in Form von Test-
streifen als ganz besonders vorteilhaft erwiesen, weil diese nur kurz in die zu untersuchende flissige Probe

getaucht zu werden brauchen und dann anschlieRend nach dem Herausziehen des Streifens aus der Probe

innerhalb kurzer Zeit eine Ermittiung der Zahl der Leukozyten pro ul Probe z.B. aufgrund einer Verférbung

erlauben. So ist eine saubere, einfache und schnelle Maglichkeit zum Nachweis solcher Inhaltsstoffe in Kor-
perfliissigkeiten gegeben, ohne daB hierzu komplizierte, zeit- und kostenaufwendige Mampulatlonen mit oder

an der Probe durchgefiihrt werden milssen.

Als vorteithafte Nachweissysteme zur kolorimetrischen Bestimmung esterolytisch oder/und proteolyhsch
aktiver Inhaltsstoffe von Kérperfliissigkeiten, wie z.B. von Leukozyten in Urin sind aus dem Stand der Technik
vor allem sogenannte Mehrkomponentensysteme bekannt. Das sind solche Reagenzien-Systeme, die aus
mehreren chemischen Substanzen bestehen, von denen mindestens eine durch esterolytisch oder/und
proteolytisch aktive Inhaltsstoffe von Kérperflilssigkeiten chemisch so ver&ndert wird, daR das Reaktionspro-
dukt direkt mit einer oder in einer Reaktionsfolge mit mehreren der iibrigen Komponenten des Nachweis-Sy-
stems zu einer farbigen Substanz reagiert, die dann kolorimetrisch bestimmt werden kann. Die Menge der ge-
bildeten farbigen Substanz ist ein MaB fiir die Menge an esterolytisch oder/und proteolytisch aktiven Inhalts-
stoffen in der untersuchten Probe.

Besonders geeignet fiir diese Art des Nachweises esterolytisch oder/und protealytisch gktwer Inhaltsstoffe
in Karperfliissigkeiten sind z.B. Zweikomponenten-Systeme, bei denen zuerst ein Ester durch die nachzuwei-
senden Inhaltsstoffe gespalten und die entstandene Hydroxyverbindung dann durch eine weitere reaktive Sub-

" stanz zu einem Farbstoff umgesetzt wird. Trégergebundene Mehrkomponentensysteme dieses Prinzips smd'

z. B. aus der européischen Patentanmeldung 0 039 880 bekannt.
Diese Patentanmeldung betrifft u.a. trigergebundene Nachweissysteme fiir die Bestimmung esterolytlsch

“oderfund proteolytisch aktiver Inhaltsstoffe in K&rperflissigkeiten, wie z.B. Leukozyten in Urin, bei denen ein

durch diesen Inhaltsstoff spaltbarer Ester und ein Diazoniumsalz als Reaktionspartner fir die durch Esterspal-
fung erzeugte Hydroxyverbindung gemeinsam auf denselben Reagenztréger aufgebracht sind. Das gemein-
same Vorliegen sémtlicher Komponenten des Nachweissystems auf ein und demselben Reagenztrégerschien
insofern optimal, als es offensichtlich so filr gewdhrleistet gehalten wurde, daf das durch Reaktion mit den

- esterolytisch-oder/und proteolytisch aktiven Inhaltsstoffen entstandene Produkt rasch zu einem farbigen End-

produkt weiterreagieren kann.

Einrasches und vollstandiges Ablaufen der Nachweisreaktion bildet dle Grundlage fiir einen empfmdl ichen
Test. Im Falle der vorgenannten Nachweissysteme liegt die Nachweisgrenze fiir Leukozyten in Urin bei Able-
sung des Wertes nach ca. 2 Minuten bei etwa 15-25 Leukozyten/ul Urin.-Aus Sicht des Arztes ist es jedoch
wiinschenswert, Nachweismittel zur Verfiigung zu haben, die noch empfmdllcher sind. Langere Wartezeiten -
bis zur Ablesung des zu bestimmenden Wertes sind unerwiinscht.
~ Ausder EP-A-0 064 710 ist ein Testmittel bekannt, welches eine die fliissige Probe verzgert aufsaugende
Schicht und eine Schicht, die die fiir die Nachweisreaktion erforderlichen Reagenzien enthalt, aufweist.

Aus EP-A-0244825 ist bekannt, daB bei Cholesterintests auf Redoxbasis die Trennung einer Farbvorstufe
und eines Elekironeniibertragers zu einer erhGhten Sensitivitit und Genauigkeit flihrt.

In FR-A-2514511 ist die Erh6hung der Empfindlichkeit von Immuntests durch Ausfiihrung auf einem Test-
streifen beschrieben.

Aus EP-A-0200540 ist ein analytisches Element zur Bestimmung von Kreatinkinase bekannt, bei dem
Kreatinphosphat und eine mit H,0, reagierende Indikatorsubstanz in getrennten Schichten vorliegen.

Auch in EP-A-0137521 wird ein solches vielschichtiges analytisches Element beschrieben, bei dem noch
zusétzlich eine Oxidase-haltige Schicht vorhanden ist.

Der Erfindung lag daher die Aufgabe zugrunde, fiir die medizinische Diagnose ein trégergebundenes
mehrkomponentiges Nachweissystem zur kolorimetrischen Bestimmung esterolytisch oder/und proteolytisch
aktiver Inhaltsstoffe von Kérperfllssigkeiten zur Verfligung zu stellen, welches die Empfindlichkeit bekannter
trigergebundener Nachweissysteme (ibertrifft, chne mit dem Nachteil einer Iéngeren Wartezeit bis zur Able-
sung des vom Nachweissystem angezeigten Wertes verbunden zu sein.

Demgem&R wurde das eingangs definierte trégergebundene mehrkomponentige Nachweissystem zur ko-
lorimetrischen Bestimmung esterolytisch oderfund proteolytisch aktiver Inhaltsstoffe von Kdrperfliissigkeiten
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enthaltend eine durch den Inhaltsstoff esterolytisch oder/und proteolytisch spaltbare Komponente und eine mit
dem Produkt dieser Reaktion zu einer farbigen Substanz reagierende Komponente, gefunden, das dadurch
gekennzeichnet ist, daR die Komponenten des Nachweissystems in verschiedenen, einen Flissigkeitsaus-
tausch zwischen sich erm3glichenden Reagenztréigern vorliegen.

Als mehrkomponentige Nachweissysteme zur kolorimetrischien Bestummung esterolytisch oder/und,
proteolytisch aktiver Inhaltsstoffe von Korperfliissigkeiten kommen hierbei die aus dem Stand der Technik hier-
fir bekannten Reagenzsysteme in Frage. Als besonders vorteilhaft haben sich solche mehrkomponentigen
Nachweissystem erwiesen, die einen esterolybsch oder/und proteolytisch spaltbaren Ester und ein Diazoni-
umsalz enthalten. Solche Systeme haben ihre Eignung vor allem zur Bestimmung von Leukozyten in Urin be-
wiesen. Sie kdnnen aber auch zum Nachweis proteolytischer Enzyme wie z.B. Elastase, Chymotrypsin oder
Trypsin in wéssrigen L&sungen bzw. in Kdrperflissigkeiten, wie z. B. Vollblut, Serum, Liquor, Pankreassekret
oder wéssrigen Stuhlextrakten dienen.

‘Ganz besonders vorteilhaft sind die in der européischen Patentanmeldung 0 039 880 genannten Reagen-
ziensysteme erfindungsgemaR einsetzbar. Hierzy werden mindestens ein esterolytisch oder/und proteolytisch
spaltbarer Esterund mindestens ein Dlazonlumsalz derdortbeschriebenen Artaufgetrennten Reagenztréigern
aufgebracht.

.Neben den unmittelbar chemlsch in die Nachweisreaktion emgrelfenden Komponenten des Nachwelssy-

- stems wie z.B. Ester und Diazoniumsalz kann dieses auch noch weitere Hilfsstoffe wie, z.B. Puffersubstanzen, -

Netzmittel, Stabilisatoren oder/und Aktivatoren enthalten. Solche Hilfsstoffe sind z. B. ebenfalls aus der euro-
paischen Patentanmeldung 0 039 880 bekannt. S|e bilden jedoch keine Komponenten des Nachwelssystems
im Sinne der vorliegenden Erfindung.

Als Reagenzfréger konnen alle (iblicherweise hierfiir einsetzbaren Materialien verwendet werden, wie z.B.
saugféhige oder quellbare, porSse oder nicht porése Materialien oder auch solche, die sich bei Kontakt mit der
zu untersuchenden Fl{issigkeit darin aufidsen. Beispielhaft seien genannt Cellulose, Filterpapier, Kunstfaser-

oder Glasfaservlies, Polyvinylester-, Polyamidfilme oder auch Fliime aus z. B. Xanthan-Gum.

ErfindungsgeméRe tragergebundene Nachweismittel enthalten die Komponenten des Nachweissystems
in verschiedenen Reagenztréagern. Die in die Nachweisreaktion direkt chemisch eingreifenden Reagenzien

" werden erst nach der Kontaktierung mit der zu untersuchenden Fliissigkeit durch mindestens teilweises in L3-

sung gehen darin miteinander vermischt. Die verschiedenen Reagenztréiger sind dabei zwar getrennt, dennoch
aber so angeordnet, daB zwischen ihnen ein Fliissigkeitsaustausch mdglich ist. In einer bevorzugten Ausfiih-
rungsform des erfindungsgemaRen trigergebundenen Nachweismittels sind z. B. die, die jeweiligen Kompo-
nenten des Nachweissystems wie z. B.Ester und Diazoniumsalz enthaltenden Reagenztréiger iibereinander-
liegend, quasi als Stapel angeordnet. Zur besseren Handhabung dieses Reagenzirigerstapels kann dieser z.
B. auf einem Kunststoffiréiger, wie eine steife Folie angebracht sein. Das Fixieren des Stapels auf dem Kunst-
stofftriger kann beispielsweise durch Einnetzen, durch Seitenverklebung oder durch Aufkleben eines Rea-
genztrigers auf den Kunststofftréiger und punktuelles Aufkleben des weiteren Reagenztréigers auf den voran-
gehenden erfolgen. Zum besseren Aufsaugen der zu untersuchenden Fliissigkeit, kann ein solcher Reagenz-
triigerstapel beispielsweise auch durch ein Leervlies unterlegt sein.

Als Materialien fiir einen direkt auf einem Kunststofftrger liegenden Reagenztriger smd Kunststofffilme
wie Polyester- oder Polyamidfilme oder saugfahige Materialien, wie z. B. ein Celluloseviies besonders gutge-
eignet. Fir dariiber angeordnete Reagenztréiger sind beispielsweise Gewebe, diinne durchscheinende, pordse
Materialien, durchscheinende Filme oder mit der zu untersuchenden Fliissigkeit sich auflésende Materialien
besonders vorteilhaft. Durch Kontakt mit der zu untersuchenden Flassigkeit, beispielsweise durch Eintauchen
solcher trégergebundenen Nachweismittel oder durch dosierte Aufgabe der zu untersuchenden Fliissigkeit,
werden die in den Reagenztréigern vorliegenden Komponenten des Nachweissystems mindestens teilweise
in Losung gebracht, insgesamt durch den Ldsungsvorgang vermischt und letztendlich die Nachwelsreaktion
bei Anwesenheit esterolytisch oder/und proteolytisch aktiver Inhaltsstoffe in Gang gesetzt.

Oberraschenderweise hat es sich gezeigt, daR das erfindungsgeméBe trigergebundene Nachweismittel
gegeniiber bisher bekannten Mitteln bis zu mehr als 100 % empfindlicher ist. Bei zwei Minuten Wartezeit kdn-
nen 5 Leukozyten pro ul Probe kolorimefrisch bestimmt werden. Werte ab 10 Leukozyten pro pl Probe sind
sogar schon 1 Minute nach Benetzung des tréigergebundenen Nachweismittels ablesbar.

Die Erfindung wird durch das nachfolgende Beispiel n&her erléutert. Sie soll jedoch nicht als darauf ein-
geschrénkt gelten. .
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Beispiel 1

Empfindlichkelt des Tests zum Nachwels von Leukozyteri in Urin

A) Tragergebundenes Nachweissystem des Standes der Technik gemﬁls Figur 1 mit Einmalimpragnierung
beziiglich Ester und Diazoniumsalz: .
Ein Papierviies 23 SL der Firma Schleicher & Schilll, Dassel, Bundesrepublik Deutschland, wurde in der
folgenden Weise mit den Hilfsstoffen und Komponenten des Nachweissystems impragniert:
a) Vortréinkung mit einer Tréinkidsung, die in 11 Wasser 65 g Bors3ure und 21 g Natriumhydroxid enthielt
und mit 1 N Salzs&ure auf pH 8,0 eingestelit worden war. AnschlieBend Trocknung des getriinkten Viieses.
b) Haupttréinkung des nach a) hergestellten puffergetrankten Vlieses mit einer L8sung die in 1 | Ethanol
0,35 g 2-Methoxy-4-(N-Morpholino)-benzol-diazonium-tetrachlorozinkat, 0,78 g 3-(N-Toluol-4*-sulfonyl-L-
alanyloxy)-indol, 81,3 g Phosphors&uretrimorpholid und 21,7 ml Decanol enthieltund anschlieBende Trock-
nung.
Das so imprégnierte Viies wurde in Quadrate von 6 x6 mm geschnitten und die so hergesteliten Reagenzirager
(1) jeweils mittels eines Nylonnetzes (2) NY75HC (Fadendicke 60 um) der Firma Zilricher Beuteltuchfabrik AG,
Ziirich, Schwelz. auf einem 12,6 cm langen, 6 mm breiten und 1 mm dicken Polystyrolstreifen (3) befestigt.
Das Nylonnetz wurde hierzu in der Hitze bei etwa 175° C miit dem Kunststoffstreifen tellwelse verschmolzen

B) Tragergebundenes Nachweussystem gemaR Figur 1 mit getrennter lmpragnlerung bezughch Ester und
Diazoniumsalz:

Ein Papierviies 23 SL der Firma Schieicher & Schiill, Dassel, Bundesrepublik Deutschland, wurde in der '
folgenden Weise mit den Hilfsstoffen und Komponenten des Nachweissystems impragniert:
a) Vortréinkung mit einer Tréinkidsung, die in 1 | Wasser 65 g Bors#ure und 21 g Natriumhydroxid enthielt
und mit 1 N Salzs@ure auf pH 8.0 eingestellt worden war. AnschlieRend Trocknung des getréinkten Viieses.
b) Trankung des nach a) hergestellten puffergetrinkten Viieses mit einer Losung, die in 11 Ethano! 0.78
@ 3-(N-Toluol-4’-sulfonyl-L-alanyloxy)-indol, 81.3 g Phosphors&uretrimorpholid und 21.7 mi Decanol ent-
hielt und anschlieBend Trocknung.
c) Trankung des nach a) und b) imprégnierten Vlieses mit einer L&sung, die in 11 Wasser 0.37 g 2-Methoxy-
4-(N-morpholino)-benzol-diazonium-tetrachlorzinkat und 0.22 g Weinsaure enthielt und anschlieBende
Trocknung.
Mit dem so imprégnierten Paplervlles wurde analog A) ein trégergebundenes Nachwe;ssystem geman Figur
1 hergestellt.

C) ErfindungsgemaRes Nachweissystem (Fig. 2)::

I) Ein Papierviies 23 SL der Firma Schieicher & Schill, Dassel Bundesrepubllk Deutschiand, wurde in der '

folgenden Weise imprégniert:

a) Vortrénkung mit einer Tréinkisung, die in 11 Wasser 65 g Borséiureund 21 g Natriumhydroxld enthielt -
und mit 1 N Salzs&ure auf pH 8,0 eingestellt worden war. AnschlieBend Trocknung des getréinkten Viie-
ses,

b) Haupttrénkung des nach a) hergestellten puffergetréinkten Viieses mit einer Lésung die in 1 | Ethano!
0,78 g 3-(N-Toluo|-4’-sulfonyI-L-alanyloxy)-mdol 81,3 g Phosphorséuretrimorpholid und 21;7 mi
Decanol enthielt und anschlieRend Trocknung.

Il) Ein Nylongewebe NY 20 HC (Fadendicke 20 um) der Flrma Ziiricher Beuteltuchfabrik AG, Zdrich,

Schweiz, wurde mit einer Losung, die in 11Wasser 3,78 g 2-Methoxy-4-(N-morpholino)-benzol-diazonium-

tetrachlorozinkat und 2,25 g Weins&ure enthielt, getréinkt und anschlieRend getrocknet.

Das imprégnierte Papiervlies aus I) wurde in Quadrate von 6 x 6 mm geschnitten und ergab den Reagenz-
tréger (1). Das in Il hergestelite Nylongewebe wurde in ebenso groRe Quadrate geschnitten und ergab Rea-
genzirager (4). Die Reagenztréger 1) und (4) wurden als Stapel mittels eines Nylonnetzes (2) NY75HC (Fa-
dendicke 60 um) der Firma Ziiricher Beuteltuchfabrik, Ziirich, Schweiz, auf einem 12.6 cmlangen, 6 mm breiten
und 1 mm dicken Polystyrolstreifen (3) fixiert. Das Nylonnetz selbst wurde auf dem Kunststoffstreifen durch
teilweises Verschmelzen in der Hitze bei etwa 175 °C befestigt.
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D) Leukozytenhaltlge Lasungen wurden durch Aufstockung leukozylsenfreien Harns mit aus Biut usollerﬁen
Leukozyten hergestelit. Folgende Konzentrationen lagen zum Testen der Nachweissysteme vor: 0 5, 10, 20
und 40 Leukozyten pro pl Harn .

Diein A), B)und C) hergeste“ten Teststreifen wurden in die leukozytenfreien und leukozytenhaltigen Harn-
proben getaucht und nach 2 Minuten beziiglich Farbbildung visuell abgelesen oder remissionsphotometrisch
vermessen. Mitdenin A), B) und C) beschnebenen Nachweissystemen wurden folgende Ergebnisse erhalten:

Farbbildung bei [Zunahme der Remission,
Nachweissysten gemessen nit Urotron

: RL~9 in Remissionsein-
heiten (Boehringer
Mannheim GmbH)

zahl der Leuko-=| A B c A B c
zyten/,ul Probe

o - - - 0 0 °
5 - - + 0 o 4
10 - - + 0 0 9
20 + + + 6 5 17
-40 + + + 14 i3 31

Wiahrend bei den Nachweissystemen Aund B (Stand der Technik) 2 Minuten nach Probenkontakt die Nach-
weisgrenze fir Leukozyten bei ca. 20 Leukoyzten/ul Probe lag, wurden mit dem erfindungsgeméfen Nach-
weissystem C schon 5 Leukozyten/ul Probe angezeigt.

Bereits nach 1 Minute kann mit Nachweissystem C eine Konzenfration von 10 Leukozyten/ul Probe visuell
oder mittels Remissionsmessung nachgewiesen werden.

Mit Nachweissystemen A und B liegt bei dieser kurzen Zeit die Nachweisgrenze bei mehr als 20 Leukozyten/pl.

P'atentanspriiché

1. Tragergebundenes mehrkomponentiges Nachweissystem zur kolorimetrischen Bestimmung esterolytisch
oder/und proteolytisch aktiver Inhaitsstoffe von Kd&rperfllssigkeiten, enthaltend eine durch den Inhalts-
stoff esterolytisch oder/und proteolytisch spaltbare Komponente und eine mit dem Produkt dieser Reak-
tion zu einer farbigen Substanz reagierende Komponente, dadurch gekennzeichnet, daR die Komponen-
ten in verschiedenen, einen Fliissigkeitsaustausch zwischen sich ermdglichenden Reagenztréigern vor-
liegen.

2, Nachwelssystem gemaR Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR als Komponenten mindestens ein
esterolytisch oderfund proteclytisch spaltbarer Ester und mindestens ein Diazoniumsalz auf getrennten
Reagenztrigern aufgebracht sind.

3. Verfahren zum Nachweis von Leukozyten in Urin enthaltend
- in-kontakt-bringen von Urin mit mindestens einer esterolytisch oderfund proteolytisch spaltbaren
Komponente und mindestens einem Diazoniumsalz und
- Reaktion der durch die Leukozyten gespaltenen Komponente mit dem Diazoniumsalz, dadurch ge-
kennzeichnet, daB das Diazoniumsalz von einem ersten Reagenztriger und die spaltbare Komponente
von einem zweiten Reagenztrager mindestens teilweise geldst und die Komponenten miteinander ver-
mischt werden.
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D) Leukozytenhaltige L3sungen wurden durch Aufstockung leukozytenfreleri Harns mit aus Blut isolierten
Leukozyten hergestellt. Foigende Konzentrationen lagen zum Testen der Nachweissysteme vor: 0,5, 10, 20
und 40 Leukozyten pro ul Harn. '

Die in A), B) und C) hergestellten Teststreifen wurden in die leukozytenfreien und leukozytenhaltigen Harn-
proben getaucht und nach 2 Minuten beziiglich Farbbildung visuell abgelesen oder remissionsphotometrisch
.vermessen. Mit den in A), B) und C) beschriebenen ﬂachweissystemen wurden folgende Ergebnisse erhalten:

Farbbildung bei Zunahme der Remission,
Nachweissysten gemessen nit Urotron
RL~-9 in Remissionsein-
heiten (Boehringer
Mannheim GmbH)

Zahl der Leuko-| A B c A B c
zyten/,ul Probe

0 - - - (o} 0 0
5 - - + 0 o 4
10 - - + 0 0 9
20 + + + 6 5 17
40 + + + 14 13 31

Wéhrend bei den Nachweissystemen Aund B (Stand der Technik) 2 Minuten nach Probenkontakt die Nach-
weisgrenze fir Leukozyten bei ca. 20 Leukoyzten/pl Probe lag, wurden mit dem erfindungsgem&Ren Nach-
weissystem C schon 5 Leukozyten/ul Probe angezeigt. '

Bereits nach 1 Minute kann mit Nachweissystem C eine Konzentration von 10 Leukozyten/p! Probe visuell
oder mittels Remissionsmessung nachgewiesen werden.

Mit Nachweissystemen A und B liegt bei dieser kurzen Zeit die Nachweisgrenze bei mehr als 20 Leukozyten/ul.

Patentanspriiche

1. Tragergebundenes mehrkomponentiges Nachweissystem zur kolorimetrischen Bestimmung esterolytisch
oder/und proteolytisch aktiver Inhaltsstoffe von Kérperfliissigkeiten, enthaltend eine durch den Inhalts-
stoff esterolytisch oder/und proteolytisch spaltbare Komponente und eine mit dem Produkt dieser Reak-
tion zu einer farbigen Substanz reagierende Komponente, dadurch gekennzeichnet, daR die Komponen-
ten in verschiedenen, einen Fliissigkeitsaustausch zwischen sich erméglichenden Reagenztrigern vor-
liegen.

2. Nachwelssystem gem3R Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR als Komponenten mindestens ein
esterolytisch oder/und proteolytisch spaltbarer Ester und mindestens ein Diazoniumsalz auf getrennten
Reagenztrigern aufgebracht sind.

3. Verfahren zum Nachweis von Leukozyten in Urin enthaltend
- in-kontakt-bringen von Urin mit mindestens einer esterolytisch oderfund proteolytisch spaltbaren
Komponente und mindestens einem Diazoniumsalz und
- Reaktion der durch die Leukozyten gespaltenen Komponente mit dem Diazoniumsalz, dadurch ge-
kennzeichnet, daR das Diazoniumsalz von einem ersten Reagenztriger und die spaltbare Komponente
von einem zweiten Reagenztrager mindestens teilweise geldst und die Komponenten miteinander ver-
mischt werden.

* [ L M S * )



10

15

1.

EP 0340511 BT

Claims |

Carrier-bound multi-component detection system for the colorimetric determination of esterolytically-
and/or proteolytically-active components of body fluids containing a component cleavable esterolytically
and/or proteoiytically by the component material and a component reacting with the product of this reaction
to give a coloured substance, characterised in that the components are present in different reagent car-
riers making possible 2 liquid excharige between them.

-Deteotlon system according to claim 1, characterised in that, as components, at least one esterolytically

and/or proteolytically cleavable ester and at least one diazonium salt are applied to separate reagent car-
riers.

Process for the detection of leukocytes in urine, comprising
- bringing into contact of urine with at least one esterolytically and/or proteolytlcally cleavable compo-
nent and at least one diazonium salt and
- reaction of the component cleaved by the leukocytes with the diazonium salt, characterised in that
the diazonium salt is dissalved at least partly from a first reagent carrier and the cleavable oomponent .
from a second reagent carrier and the components are mixed with one another.

Revendications

1

Systéme de détection & plusieurs composants, 1ié & un support, pour [a détermination colorimétrique de
substances ayant une activité estérolytique et/ou protéolytique, contenues dans des fluides corporels,
comportant un composant pouvant étre coupé par estérolyse et/ou protéolyse, et un composant transfor- -
mant le produit de cette réaction, en réagissant avec lui, en une substance colorée, caractérisé en ce que
les composants sont disposés sur des supports de réactifs différents, permettant un échange de I|qu|de
entre eux.

Systéme de détection selon la revendication 1,' caractérisé en ce que comme composant on applique, sur .
des supports de réactif séparés, au moins un ester pouvant &tre coupé par estérolyse et/ou protéolyse,
et au moins un sel de diazonium.

Procédé pour la détection de leucocytes dans l'urine, consistant & :
- mettre en contact I'urine avec au moins un composant pouvant étre coupé par estérolyse et/ou pro-
téolyse, et au moins un sel de diazonium, et
- faire réagir le composant coupé par les leucocytes avec le sel de diazonium, caractérisé en ce que
le sel de diazonium est dissous au moins partiellement & partir d'un premier support de réactif et le
composant pouvant étre coupé est dissous au moins partiellementa partir d'un second supportde réac-
tif, et que les composants sont mélangés entre eux.
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