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Fremgangsmade og reagens til
bestemmelse af 1soenzymerne
L eller 5 af lactatdehydro=
genase og et diagnostisk mid=
del indeholdende reagenset.

Opfindelsen angdr en fremgangsmade og et reagens til bestemmelse
af isoenzymerne 4 eller 5 af lactatdehydrogenease (LDH) alene
eller i blanding med hinanden eller med andre LDH~isoenzymer,
ved omsztning af lactat og nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD+)
til pyruvat. Opfindelsen angdr endvidere et diagnostisk middel

indeholdende reagenset.

Det er kendt, at lactatdehydrogenase, szdvanligvis betegnet LDH,
optrader i fem isoformer. Ved aktivitetsbestemmelse af enkelte

isoenzymer er forskellige substrat- og pH-optima vigtige kende-
tegn, som hidtil ikke var fuldstendig kendt for de enkelte iso-

enzymer.
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Til bestemmelse af alle isoenzymer har man hidtil enten adskilt
isoenzymerne elektroforetisk (se f.eks. "Die Isoenzyme der
Lactatdehydrogenase", Reihe Biochemie und Klinik af S.L. Kowalewski,
udgivet af G. Thieme Verlag, Stuttgart 1972, side 29) eller holdt
den samlede LDH i oplesning, bundet LDH-2 til -5 og bestemt det
hyppigst forekommende LDH-1. En oversigt over den hidtidige
standardarbejdsmetode findes f.eks. i bogen "Enzymatische Analyse',
Band I, Verlag Chemie, Weinheim 1970, side 557. Ifzlge denne fo-
reskrives for omsatningen'af lactat til pyruvat et pH-optimum
mellem 8,3 og 8,9. Faktisk anvendes ved alle kendte bestemmelses-
metoder et basisk eller hejst omkring neutralt pH-omréde for at
omfatte isoenzymerne si fuldstendigt som muligt.

Af Lamprecht et al. (Cardiology 56: 371 - 375 (1971/72)) cg 1
Fortschritte der klinischen Chemie, Enzyme und Hormone, Verlag
der Wiener medizinischen Akademie 1972, side 277 - 283, blev det
fastsldet, at enkelte isoenzymer ved pH-zndring kan overgd i
hinanden, altsd at der finder en konformationsmndring sted.

Opfindelsens formdl er at afskaffe de ved de kendte fremgangsméder
optrzdende komplicerede adskillelsesprocedurer og de stadigt kon-
staterede ungjagtigheder ved den samlede bestemmelse og at
tilvejebringe en fremgangsmide til optimal bestemmelse af
LDH-isoenzymerne 4 og/eller 5, eventuelt 1 blanding med andre LDH-
isoenzymer. Endvidere er det opfindelsens formal at angive et reagens
til anvendelse ved fremgangsmdden og et diagnostisk middel til kon-
statering af patologiske @ndringer i det nedre kvindelige geni-

 talomrdde.

Det har vist sig, at en s@nkning af pH-vaerdien under neutral-
punktet ved den i sig selv kendte omsztning af lactat og NAD il
pyruvat fgrer til en optimal konstatering af den samlede mengde
af LDH-isoenzymerne 4 og 5. Derved er det fremfor alt inter-
essant, at LDH I og 5 kun konstateres fuldstendigt ved miling

i surt pH-omride. Derigennem optimeres den samlede mengde af
alle konstaterede isoenzymer af LDH ved mdling i surt omréde,

og det er muligt at bestemme LDH Ik eller 5 fuldstezndigt alene
eller i blanding med hinanden, men ogsd med andre LDH-iso-

enzymer.
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Dette opnds ved fremgangsmiden ifglge opfindelsen, som er ejen-
dommelig ved, at omszbtningen gennemfgres ved en pH-verdi pid
6 - 6,5. For omszbtningen er en ringe mengde vaske tilstraekke-

lig, men den gennemfgres hensigtsmessigt i flydende medium.

Det har nemlig endvidere vist sig, at optimet for den fmlles be-
stemmelse af flere isoenzymer ogsd er pufferafhzngigt. For de
fleste puffere ligger dette optimum ved omkring pH 6-6,5, ved
triethanolamin-NaOH-puffer ved en pH-verdi péd 6,3-6,4. Hvis man
vil arbejde i phosphatpuffer, kan man ganske vist endnu méle,
men derved bestemmes kun en delmzngde, f.eks. isoenzym 5 ved pH
7,9. En sur pH-verdi egner sig imidlertid vesentligt bedre til
felles bestemmelse af flere isoenzymer. En pH-verdi pd 6,3-6,4
egner sig iser til fmlles bestemmelse af LDH 4 og 5, som f.eks.
kan optrzde i .waginalvasken.

Fortrinsvis tilvejebringes i reaktionsmediet en stor pufferkapa-
citet. Dette har den fordel, at der ogsd ved underssgelse af
legemsvasker med en pH-verdi, der afviger sterkt fra pH 6, hverken
sker nogen under- eller overskridelse af den optimale pH-verdi

ved omsztningen.

Omsmtningen foregdr pd i sig selv kendt médde ved en temperatur
pa& ca. 37°C. Derved indstilles coenzym-mzngderne s&ledes, at
de optimalt rekker til for alle foreliggende isoenzymer, hvad
der under hensyntagen til de felgende angivelser kan bestemmes
med f& rutineforseg.

Bestemmelsen af LDH er af stor vigtighed, iser ved undersegelsen
af legemsvesker. Medens disse isoenzymer hos sunde mennesker
overvejende fastholdes i vevene, finder man dem ved unormal vevs-
vekst eller ved leukzmi eller andre sygdomme i betydelig koncen-
tration i serummet eller andre legemsvsesker. Iszr kan man fastslda,
at de findes i vaginalvesken ved pathologiske andringer i det

nedre kvindelige genitalomréde.

Fremgangsmédden ifelge opfindelsen kan anvendes pé alle legemsvas-
ker. Indstillingen af pH-verdien af den preve, som skal underseges,
afhenger af prevens egen pH-verdi. I hvert fald skal for omsetnin-
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gen selv foreligge en pH-verdi pa 6,3-6,4, issr omkring 6,3. I
overensstemmelse hermed skal sammensetningen af reagenset til
bestemmelsens gennemferelse indstilles.

Medens der ved standardmetoden (se Enzymatische Analyse, Band I,
loc. cit.) foreskrives et pH-optimum mellem 8,3 og 8,9, afviges
ved fremgangsmaden ifslge opfindelsen bevidst fra dette pH-
omrade. Grunden til fastlmggelsen af det ovennzvnte basiske pH-
omradde skal seoges deri, at der ved reaktionen

LDH
lactat + NAD' ——\\__. pyruvat + NADH + H'

opstér en proton i det stokiometriske forhold til lactat-omszt-
ningen. For at drive denne ligevegt for LDH til hejre, arbejder
man i det alkaliske omrade.

Ifslge opfindelsen skal derimod, f.eks. ved bestemmelse i serum
eller plasma, den prgve, som skal undersoges, pufres med tri-
ethanolamin-NaOH til en pH-verdi pd omkring 6,3-6,4 og ogsé den
til undersesgelsen anvendte testkombination (provereagens) ind-
stilles p& denne verdi. Til overslagsbestemmelser indstilles

en pH-verdi pd 6,0 - 6,5 og pufres sdledes, at der ved selve

bestemmelsen foreligger en pH-verdi p& 6,3 - 6,4. Ved serum-
albumin tilszttes pd i sig selv kendt méde glutathion.

Isoenzymerne af lactatdehydrogenase bestemmes optimalt ved pH
6,3-6,4, nadr der er serget for, at reaktionsligevegten

ILDH
———— +
lactat + NAD — pyruvat + NADH + H

ved folgereaktioner forskydes til hejre. Til dette formal til-
settes phenacinmethosulfat, ved hjelp af hvilket coenzymet NADH
stadig oxideres igen. Malingen ved pH mellem 6,0 og 6,5 frembyder
for forste gang muligheden af, at bestemme LDH 5 fuldstendigt.
Dette er fremfor alt interessant fordi forekomsten af LDH 5 er

" et indicium for forekomsten af carcinomer.
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Ved visse legemsvasker er de ovenfor beskrevne forhold imidlertid
anderledes, fordi de udviser en egen-pH-verdi, der udpraget
afviger fra pH 6,3 - 6,4. En s8dan legemsveske er iszr vaginal-
vesken, hvis pH-vardi ligger ved omkring 4. Her md den optimale
pH-verdi ved omsaztningen indstilles ved hjzlp af den anvendte
testkombination, hvilket betyder, at testkombinationen har en
hgjere pH-verdi, som s& af vaginalveskens pH-verdi trekkes ned

p8 omkring pH 6 - 6,5.

I overensstemmelse hermed angdr opfindelsen endvidere et reagens

til anvendelse ved fremgangsmidden ifglge opfindelsen, hvilket

reagens indeholder lactat, nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD+),

et tetrazoliumsalt til synligggrelse af den enzymatiske NAD-

reduktion og en puffer og er ejendommeligt ved, at reagenset er pufret
s8ledes, at der sammen med prgven opnds en pH-vaerdi pd 6 - 6,5.

Ved anvendelse af et tgrprazparat mi sdledes denne pH-verdi

foreligge efter oplgsning af dette.

For det specielle tilfzlde, hvor der skal undersgges en vaginal-
veske, som selv ikke er @ndret 1 dens oprindelige pH-verdi, egner
sig iszr anvendelsen af bestemmelsen med triethanolamin-NaOH-
puffer, hvorved reagenset indstilles til pH 7,0, mens ved under-
sggelsesprgver indstillet til pH 6,3 - 6,4 ogsd reagenset ind-
stilles til denne verdi. '

I overensstemmelse hermed angdr opfindelsen endvidere et diagno-
stisk middel til konstatering af patologiske @ndringer i det nedre
kvindelige genitalomrdde, hvilket middel er ejendommeligt ved,

at det bestir af en tampon, som bzrer et reagens ifglge opfin-
delsen. Reaktionen med de i vagina forekommende LDH-isoenzymer

ved pH-omkring 6,0 - 6,5, isar 6,3 - 6,4, fremkaldes ved ind-
stikning af tamponen 1 vagina.

Reagenset bestdr af en oplgsning med fglgende sammensabtning:
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fortrinsvis nedre og @vre
reagenssam- granseomrade
. mensstning
Triethanolamin-NaOH-puffer, pH 7,0 5,0 mM 1,0 - 150 mM
Na-lactat (Natriumsalt af D,L-
melkesyre) 67,5 mM 20 - 350 mM
Phenacinmethosulfat (PMS) 0,1 mM 0,01- 1,0 mM
Nicotinamid-adenin-dinucleotid
(NAD+) 1,5 mM 0,1 - 10 mM
Nitro-blat-tetrazoliumchlorid (NBT) 0,3 mM 0,01- 1,5 mM

Dette reagens paferes, medens det beskyttes mod lyset, en egnet
berer, issr en tampon, og denne opbevares beskyttet mod lyset,

indtil den skal anvendes.

Forekomsten af LDH i vaginalvesken vises derved, at tamponen
efter omkring 5-10 minutter antager en bld farve. Der finder
folgende reaktionsforleb sted:

LDH
1. lactat + NAD® ——= pyruvat + NADH + H'

2. NADH + phenacinmethosulfat + g —
NADT + red. phenacinmethosulfat

%, red. phenacinmethosulfat + nitro-blat-tetrazoliumchlorid
——— formazan + phenacinmethosulfat.

Da den anden og ogsd den tredje til lactatomsetningen koblede
reaktion fjerner det dannede reducerede coenzym lige s& meget som
den ferste reaktion, d.v.s. at lactatomsmtningens ligevegt derved
forskydes endnu sterkere til hegjre, vil ved reagensblandingens
pufring til pH 7,0 den faktiske omsetning efter indlegning af tam-
ponen forlsbe ved en pH-verdi omkring 6, isar 6,3-6,4. Derved be-
stemmes isoenzymerne LDH-4 og LDH-5, som kan forekomme ved
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unormale zndringer i vaginalvesken, optimalt.

Ved de reagenser, som skal anvendes i vagina, skal der valges
en puffer, som er stabil og vevsvenlig. Hertil egner sig iser
triethanolamin-NaOH-puffer.

Reagenset kan pdferes bzreren, issr en tampon, pd en hvilken som
helst mé&de. Det er kendt, at héndteringen af sddanne reagenser
skal foregd beskyttet mod lyset, og at den med reagenset forsy-
nede bzrer i vid udstrekning skal opbevares under udelukkelse

af lys indtil dens anvendelse. To fordelagtige metoder til ind-
bringning af reagenset i en tampon er en injektion af ca. 2 ml
af det foretrukne reagens eller impregnering af en tamponende 1
en lazngde pd omkring 3/4 cm med ligeledes omkring 2 ml reagens
og efterfelgende terring, ismr fryseterring af tamponen. Men
reagenset kan ogsad f.eks. blot pédferes en udtrzkssnor, som senere
efter behov let kan fjernes fra tamponen. Meget gunstig er ogsa
pédforingen af reagenset pd et bomuldsbadnd eller en bomuldssnor,

som indszttes i tamponen.

Da det ved anvendelse til hurtig bestemmelse af en pathologisk
#ndring i den nedre kvindelige genitalvej ved indfering 1 vagina
naturligvis ikke vides, hvor megen vaginalveske der findes, og
mzngden svinger fra tilfelde til tilfzlde ligesom den mulige pH-
verdi af vaginalvssken, md der skabes en stor pufferkapacitet i
reagenset, for at der ved den egentlige bestemmelse pd reaktions-
stedet opretholdes en pH-vardi pd 6-6,5, iszr 6,3-6,4. Da puffer-
kapaciteten af den i udtrskssnoren foreliggende reagensmengde
herved i praksis ofte ikke slar til, er det hensigtsmessigt i
dette tilfzlde at anbringe en sterre mzngde pufferstof i tamponen,
s8ledes at der tilvejebringes en tilstrzkkelig pufring, i hvert
fald p& den ved tamponen nmrmestliggende del af udtrszkssnoren.

S&ddanne med reagenset forsynede bzrere beheover ikke at anvendes
af lm:gen, men enhver kvinde kan selv anvende dem. En blafarvning
efter 15-30 minutters ophold af tamponen i vagina angiver faren
for en pathologisk endring og er en advarsel om at opsege lmgen.

Men hvis den benyttede tampon eller udtrzkssnor eller lignende
f.eks. skal arkiveres, hvad der iszr kan vere tilfzldet ved an-
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vendelse hos lmgen, eller hvis patienten vil sende tamponen til
legen, skal der foregd en efterbehandling af den benyttede tampon
for at fjerne den ubehagelige lugt, desinficere tamponen og sta-
bilisere farvningen til opbevaring over lsngere tidsrum. Det har
endvidere vist sig, at denne efterbehandling kan ske ved ned-
dykning af den til undersggelsen anvendte tampon i en 20%
"paraloid"-oplégsning ("Paraloid" oplgst 1 toluen).

Medens de hidtidige metoder til LDH-bestemmelse er udtalte labo-
ratoriemetoder, som desuden har de tidligere beskrevne ulemper,
medferer opfindelsen muligheden af en hurtig, tilstrakkelig kvan-
titativ bestemmelse til visse anvendelsesformdl, ismr for vaginal-
veske, af den utrznede bruger. Dette er iser vigtigt ved svulst-
patienter. Hos et stort antal svulstpatienter blev der ifelge
litteraturen indtil i dag undersegt 26 enzymer. LDH har den he-
jeste diagnostiske folsomhed; i serum (ikke exkreter) fandtes

en forhsjelse pd mellem 40 og 90%. Ved pé&vist tumor har bestem~
melsen af LDH i serummet vist sig egnet til forlebs- og terapi-
kontrol. En LDH-forhsjelse er ganske vist pd ingen méde tumor-
specifik. Men den udger altid en henvisning til en alvorlig syg-
dom og er i sammenhmng med andre kendetegn egnet til at stette

formodningsdiagnosen af en tumor.

Det foreliggende foretrukne reagens pdfegrt tamponer blev anvendt
ved rxkkeundersegelser pd ca. 100 sunde kvinder og pa patienter
med Carcinoma colli uteri, Carcinoma corporis og Carcinoma in situ.
Til opnéelse af de bedste resultater indlegges tamponen i 15-30
minutter. Efter udtagning kunne fglgende farvninger umiddelbart

fastslés:

ingen farwvning negativ

rosa farvning endnu negativ
lysebld med violet tone +

bla ++

merkebla ) +++

Hvis der optradte en bla (++) eller en merkebld (+++) farvning,
s8 foreld der i alle tilfelde et carcinom, som altid stemte overens
med de pathologiske konstateringer. Ved lysebld farvning kunne
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nzsten uden undtagelse fastslds diagnosen "omdannelseszone". En
rosa farvning er hidtil kun fundet hos sunde kvinder (ogs8 hos

svangre indtil den femtende dag).

Bestemmelsen in vitro, altsd f.eks. undersggelsen af serum eller
plasma, gennemfgres pd i sig selv kendt médde. Den eneste ngdven-
dige @ndring er indstillingen af en pH-verdi pd 6 - 6,5, i mod-
sztning til den hidtil benyttede, starkt basiske pH-vardi, sile-
des at der her ikke kraves nogen nzrmere beskrivelse. Til abso-
lut bestemmelse kan der foretages en justering af farveomslaget
ved hjzlp af en standard-LDH-prgve. Justerprgven kan farvekonser-
veres 1 nogen tid, som det er beskrevet for konserveringen af

tamponen.

De fglgende eksempler viser endnu to muligheder for at pafgre

reagenset p& en tampon.
a) Neddykningsmetode.

Sedvanlige hygiejnetamponer omvikles en eller to gange stramt om-
kring midten med et 1 cm bredt kla®beb&nd. Tamponens hylster &bnes
ved den modsatte ende af den, hvor udstrazkssnoren befinder sig.
Dermed ligger tamponens cylinderflade fri. Fra kommercielle
reagensglas med et indhold pd 18 ml bortspranges bundkuplen. I
det sdledes dannede glasrgr indfgres tamponen pd en sddan méde,
at den ved en side dbnede tampon med sin endeflade flugter med
rgrenden. Udtrzkssnoren fastggres ved rgrets anden ende med hafte-
plaster, klzbebdnd eller lignende. Rgrets ende med det &bnede
tamponhylster neddykkes i en oplgsning af reagenset ifdglge opfin-
delsen. Pr. tampon opsuges 2,0 ml. P&fgringen af oplgsningen og
samtlige her skildrede manipulationer, som foregdr i forbindelse
med reagensoplgsningen, skal gennemfgres i mgrkekammer med mono-

chromatisk lys (fotolampe i det rgde omrdde, "rgdlys").

P& denne made praparerede tamponer samt glasrgr frysetdrres 1
mgrke. De tgrrede tamponer fjernes fra rgrene, f.eks. ved hjalp
af udbrzkssnoren og emballeres i mgrke eller i mgrkekammeret ved
fotolys med lystet papir eller folier eller farvet papir og op-
bevares beskyttet mod lyset.
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b) Injektionsmetode

De fglgende arbejder gennemfgres i mgrkekammer. Ved hjalp af en

2 ml sprgjte injiceres 2,0 ml af en oplgsning af reagenset ifglge
opfindelsen i tamponen. Ved den modsatte ende af tamponen af den,
hvor udtrzkssnoren befinder sig, stikker man injektionsnélen
igennem hylsteret ind i tamponen og fgrer, mens man sprgjter lang-
somt, ndlen igennem i lengderetningen il den anden ende af tam-
ponen. S&dledes har man opndet, at tamponen er regelmessigt gennem-
fugtet. Derpd frysetgrres tamponerne og emballeres og opbevares

som under a).

Reagensblandingen kan padfgres enhver porgs bazrer. Til bestemmelse
af vaginalveske eller i vagina har transparente folier vist sig
serlig hensigtsmessige, f.eks. celiuloseacétatfolie, som benyttes
til elektrophoreseformil, eller produktet "Paprafilm M". P& deb
sted, hvor folien kommer i forbindelse med LDH ved palegning,
finder der en farvning sted i retning bl8. S&danne folier har den
fordel, at de er mekanisk starkere end f.eks. filterpapir og til
stabilisering eller arkivering yderligere kan ggres fuldstendigt
tfansparente. Derved forbliver farveintensiteten fuldstandig

uforandret.

Som transparensbade for celluloseacetatfoliexr kan anvendes:

a) methanol/iseddike i forholdet 85:15,

b) isobutanol/dioxan i forholdet 1:1 til 3:7,

¢) methylethylketon/dioxan i forholdet 3:2,

d) eddikeester/dioxan i forholdet 3:2,
e)methanol/iseddike/glycerol i forholdet 87:12:1.

Til "Parafilm"-folien er en kort neddykning i 7,5% eddikesyreop-
losning velegnet.

Der kan ogsa foretages oliebehandling. Herved egner sig "Whitemore-
0il 120" eller "Ondino-0il 17"

Disse folier med en flade p& 1,5-2,5 cm?
anvendes af speciallzgen ved et kolposkopisk indgreb pé& en for-
modet slimhindeforandring i vagina. P4 det sted, hvor der befinder

kan hensigtsmessigt

sig céllehobe, som er tumorgse, finder der punktformigt en farvning
sted analogt med tamponen.
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Patentkratvw

1. Fremgangsmdde til bestemmelse af isoenzymerne 4 eller 5 af
lactatdehydrogenase (LDH) alene eller i blanding med hinanden eller
med andre LDH-isoenzymer, ved omsztning af lactat og nicotinamid-
adenin-dinucleotid til pyruvat, k end e t e gne t ved, at

omsztningen gennemfgres ved en pH-verdi pd 6 - 6,5.

2. Fremgangsmdde ifglge krav 1, k ende t e gne t ved, at
omsatningen gennemfgres i et triethanolamin-NaOH-puffersystem med

pH 6 - 6,5, isar 6,3 - 6,4.

3. Fremgangsmidde ifglge ethvert af de foranstlende krav, k e n -
detegnet ved, at sidvel den legemsveske, som skal under-
spges, som det til undersggelsen anvendte reagens indstilles til

en pH-vaerdi pd 6,3 - 6,4,

4. Fremgangsmade ifelge ethvert af de foranstdende krav, k e n-
detegnet ved, at det til undersegelsen anvendte reagens
indstilles til en sadan pH-verdi, at der ved en fra pH 6 - 6,5
afvigende pH-verdi af den legemsvaske, der skal underseges, fore-
ligger en pH-verdi pd 6 - 6,5, is®r 6,3 - 6,4 ved omsatningen af

lactat og nicotinamid-adenin-dinucleotid til pyruvat.

5. Reagens til anvendelse ved fremgangsmiden ifglge ethvert af
kravene 1-4 og indeholdende lactat, nicotinamid-adenin-dinucleotid,
et tetrazoliumsalt til synligggrelse af den enzymatiske NAD-
reduktion og en puffer, k endet egnet ved, at reagenset
er pufret sdledes, at der sammen med prgven opnds en pH-verdi

pd 6 - 6,5.

6. Reagens ifglge krav 6, k end e t e gnet ved, at det er
pufret til en sidan pH-vardi, at der sammen med pr@gven opnds en

pH-verdi pd 6,3 - 6,4,

7. Reagens ifglge krav 6, k end et e gne t ved, at det til
undersggelse af vaginalveske er pufret til pH 7,0.

8. Reagens ifglge krav 6 eller T, k endet egnet ved,
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at det som puffer indeholder triethanolamin-NaCH.

9. Reagens ifglge krav 8, kendetegnet ved, at det
indeholder

1,0 - 150 mM triethanolaminpuffer, pH 7,0,

20 - 350 mM Na-lactat (natriumsalt af DL-mzlkesyre),

0,01 - 1,0 mM phenacinmethosulfat (PMS),

0,1 - 10 mM nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD+) og

0,01 -~ 1,5 mM nitro-blit-tetrazoliumehlorid (NBT).

10. Reagens ifglge krav 9, k ende t egnet ved, at det
indeholder

5,0 mM triethanolaminpuffer, pH 7,0,

67,5 mM Na-lactat,

0,1 mM phenacinmethosulfat (PMS),

1,5 mM nicotinamid-adenin-dinucleotid (NAD+) og

0,3 mM nitro-blit-tetrazoliumechlorid (NBT).

11. Diagnostisk middel til konstatering af patologiske endringer
i det nedre kvindelige genitalomrdde, k e nde t e gne t ved,
at det bestlr af en tampon, som bzrer et reagens ifglge et af

kravene 5-10.
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