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:%;{;;37 El invento concierne a “un procedimiento para la
datarminacmon Bn comin de las isocenzimas de la lactatodes
hidrogenasa (LDH) mediante reaccidn de lactato y nicotina
‘mido~adenin-dinucledtido (NAD ) para Pormar piruvato.

.-5 ﬂj,ﬁ;.;73 Es sabido que la lactatodeshidrogenasa, usual-
. ‘mente denominada LDH, éparéce en Porma de cinco isémeros.

V_Para la detarmlnaclon de la activ1dad de isosnzimas lﬂdl-

”Viduales conat;tuyen caracterlstlcas importantes dlfaran—

'tes 6pt1mas del substratu y del pH qus todavia no eran

?conacldos complatamanta para las isoenzimas-individuales,

’ Para 1a daterminaczon de todas las lsoen21mas,

Vﬁdahydrugenasa“, saria Biochemie und Klinik de §, L. Koua=~
Leuski, editada por la G. Thiema Verlag, Stuttgart 1972,

';f f:pagina 29) o bien 88 mantiane en solucidn toda la Lo, 8B
flJan las LDH 2 hasta 5y sa detecmina la LDOH=- l, que B8
preaenta con la mayar fracuencla. Una pancorédmica acerca

Lo del metodo da trabajo normal actual se encuentra, por sjem
‘f 20A plu, en el libro "Enzymatlsche Analyss", volumen I, Verlag
Q;;{f Chemle, Weinheim - 1970, paglna 557. Segdn ésta, se prescrl
’kaf? ‘ be un optlmo de pH entre 8,3 y 8, 9 para la reaccidn da lag

: ﬁY}:{3 ‘tato para Formar piruuato. En realidad, an todos los métq

dos de determinacidn conocides ss utiliza un margen de pH

45 basxco 0 como méximo casi neutro, con el fin de abarCar lo
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més completamente que sea posible’ las isoenzimas.
Por parte ‘de Lamprecht 'y otros (Cardlology 56‘

371 - 375 (1971/72) y Fortschritte der Klinischen Chemie,

Enzyme und Hormone, Verlag-der Wiener madizinisbhen Aka=
demie 1972, pééinas 277 hasta 283 se cdmprobﬁ_qﬂe algu-~
nas isocsnzimas particularés puaﬁen‘convertirsa unas en
otras mediante variacidn del‘pH; es decir tiene lugar una
variacidn de canf;gufaclon. ' :

£l invento. se ha establecido: la m;sxon de eli-
minar las complicadas etapas de trabajo de la saparaolnn,
que tienen lugar en los procedimientos conocxdus,y:aammig'
mo duprimir 1a53irrbgularidadea e ihaxactitudaszaé 1a de=
terminécidn»global que siguen pudisndo camprabarse, y ga-

 rantizar una determinacidn dptima de la totalidad de las

isosnzimas de LOH, sn particular de las isoenzimas ‘4 y/o
5, pero tambidn de la isoanzima 3. Adsmas, el lnvento o
debe prasantar una combinacidn de reactivos 'y pusiailida-
des de utilizacidn’ BSDBCLSIES del procadlmlanto._¢?

Se ha comprobada que una dlsmanCIOﬂ dal valor

. dal pH por . debaJo del punto noutro en la reaccidn - ren sf

: .conncida, de lactato y NAD para- formar plruuatu, conduce

a une datarmlnacxon dptima de la. totalldad de las Asden-.

“zimas do LDH, paro aspeaialmanta ta Las isoanzimaa 4 Y 5.

En’ nsta caso’ ea intaroadnta sobre-todo el hacha, da qua
adlo en 8l caso de madxcldn en el pH 4cido se" daterminan

:' B
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complatamente la LDH 4 y la LDH 5. De este moudo se hace

optlma la cantlnad -total de tndas las enzimas de la LODH.
detarminadas en 8l caso de efectuarsa la medicidn en el
: margsn dcido y es posxble determinar la LDH 4 o la LDH

"7f{5333*’5 solas, 0 totalmente en mezcla entre sf, pero también

con otras 1scenzimas da LDH.

. Por’ consiguiants, es abgeta del invento un prg
cedlmlento para la determinacidn en comin de varias o de
t,:todas las isoanzimas de la lactatadeshldrogenasa (LDH),
'aspaclalmanta de las isoenzmmas 4 y 5 asi cano de la isoun

sala, madiante raacclan de lactato y nlcotln—amldJu.

o
i fh *
.(.H«;

knadah;n—dlnucleotxda (NDA* Y para formar. plruvato, al cual
‘~EQC8dlmantO ssta caracterlzado _porque la reaccidn se lig
va a;cabo a un- valor de pH especlflco para el 31stema de
té;punamlento utxllzado, en - el caso de un agence tamponadar
fevtrlatanalamxna—NaUH un pH de 6,3 hasta 6,4, Para la reag
'cion es. sufic1ente una pequana captidad de llQUldU, pero
_dicha raacc;on EL llava a cabo convenisgntemente en un medio
‘~llqu1do. : . )
En efacto, se - comprobo ademas que al optlmo de la
‘depende
agenten
de pH de
_aproximadamente é a 6 5 Si se qu;era trabajar en agente

'amﬁunadnr de Foafato, ss pueds czartamente madir todavia,




pero en este caso se determina sdlo una cantidad parcial
del mismo, por ejemplo, la isoenzima 5 a pH 7,9.No obstan
te, un valor de pH dcido es esencialmente mds apropiado
para la determinacidn en comin de varias isoenzimas, Un
5 pH de aproximadamente 6,3 a 6,4 es apropiado espascialmente
para la determinacidn en comén-de las LOH 4 y 5, que pue-
den aparecer por ejemplo en el liquido vaginal,
Preferiblemente en B8l medio de reaccidn se deja
dispussta una gran capacidad de agents tamponador., Esto
10 tiene la ventaja de que ni siquiera en el caso de la in-
vestigacidn de liguidos corporales con un valor de pH que
se diferencia grandemente del pH 6 se pasa por encima a
por debajo del valor de pH dptimo durante lz reaccidn.
La reaccidn se efactda de mansra en si conocida
15 a una tamperatura de aproximadamente 372C., En tal caso
: las gantidades de ooenzima se ajustan de manera tal gue sean
suficientes de modo Sptimo para todas las iscenzimas pre-'
sentes, lo cual pusde ser determinado, tomando en considera
cidn los siguientes datos, con unos pocos sensayos rutina-
20 rios.
o La determinacidn de LOH es de grah importanciea
gspecialmente en el caso de la investigacidn de liquidos
corporales. Mientras que sstas isoenzimas son retenidas
predaminantemente en los tejidos en el caso de seres humg

25 nog sanos, 8e las encuentra, en el caso de creeimisnto

10,9,75 ‘ -5 =
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‘anormal de tejidos o en el caso de leucemia o de otras en
fermesdades, en una concentracién apreciable en el susro o
en otros liquidos corporales, Especialmente puede compro-~
barse gue en el caso de variaciones patoldgicas en el

5 tracto genital femenino inferior, dichas isoenzimas estén

- contenidas en 8l liquido vaginal.
£l método de determinacidn de acuerdo con el ip
vento es utilizable para todos los ligquidos corporales.
£l ajuste del valor-del pH de la muestra a investigar de~
10 Vpende del valqr_de'pH propio de la muestra. En cualguier
caso parz la reaccién propiamente dicha debe existir un pH
de 6,3 a 6,4, en especial de'aproximadamente 6,3. Por con-
. siguisnte, hay que ajustar la composicidn del reactive pa-
ra la realizacidn de la determinacidn,
:15 Fiientras que sn el método normal (véase Enzymatig
che Analyse, volumen I, entre otros) sa prascribe un dptimo
,,,,, de pH entre 8,3 y 8,9, de acuerdo con el invento uno se als
ja intencionadaments de este margen de pH, La razdn para

. - gl establecimiento del margén de pH bdsico arriba mostrada

'20: hay que buscarla en el hacho de que durante la reaccidn
. 4
e lactato 4 NAD*;éggi piruvato + NADH 4 H°

C oo se forma un pratéh en la proporcidn estequiométrica con res

o ( pecté al grado de conversibn del lactata., Con el fin de des

s plazar hacia la derecha este equilibrio del LOH, se trabaja
fé’ en el margen alcalino,

10,9.75 -6 -
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Por el contrario, de acusrdo con el invento, por

ejemplo en el caso de la determinacidn en el suero o en
plasma, la muestra a investigar es tamponada a aproximg
damente pH 6,3 a 6,4 con trietanolamina-NaQH y se ajusta
a este valor también la combinacién de ensayo (reactivo de
ensayo) utilizada para la investigacidn., Dicho a grandes
rasgos y para determinaciones de cdlculo aproximado se.
ajusta un valor de pH de 6,0 hasta 6,5 y se tampona de mg
do tal gue durante la determinacidn propiamente dicha se
presente un valor de pH de 6,3 a 6,4, En ol caso de albd-
mina de suera se afiade, de manera en sf conocida, glutation.
Las isoenzimas de ls lactatodeshidrogenasa pue-
den ser determinadas de modo dptima con un pH de 6,3 a 6,4,
8i 8o procura que el squilibrioc de la redccidn de la fir-
e PN , 4
lactato 4 NAD® .§&==== piruvato + NADH 4 H
sea desplazado hacia la derecha mediante reacciones poste
riores. Para este fin ss afade metosulfato de fenazina, me
diante gl cual se vuslve a oxidar de nuevo la coenzima
NADH. La medicidn entre pH 6,0 y 6,5 ofrece por primera
vez la posibilidad de determinar completamente la LDH 5, Eg
to es interssante sobre todo debido & que la presencia de
LDH es un indicic de la existencia de carcinomas y por con-
siguiente la medicidn exacta y sensible es un medio para el

reconosimiento y la deteceidn precoz de carcihomaa.
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En el caso de cieitus liquidos corporalss, na
obstanﬁe, las condiciones arriba descritas son diferen-
tes, ya gue estos liquidos corporales tienen un valor de
pH propioc que se diferencia de modo pronunciado del ﬁH

8 Vde 6,3 a 6,4, Uno de tales liquidos corporales as espe-
cialmente el liquido vaginal, cuyo valor de pH se encuen
tra en aproximadamente 4. Aqui, por medic de la combina-
cidn de enséyo-utilizada, se tiens gue ajustar durants

o la reaccidn el valor del pH dptimo, lo cual significa

10_’ que la combinacidn de ensayo tiene un valor ds pH mds

slevado, que luego, por el valor del pH del 1{quido vagi

nal, es llevado a aproximadamente pH 6 a 6,5.

NPl Por consiguiente el inverto, de acuerdo con
T una forma de realizacidn adicional, concierns & una com-
;lé” binacidn de anéayo gue tonsta de lactato, nicotinamido-
',;E‘ ~adanin=dinucledtido (NAD* ) y une sal de tetrazolio para

hacer visible la reaceidn enzimdtica de NAD, gque esté

tamponada a un valor de pH tal que durante la reaccidn

;?:g ‘ propiamente dicha existe en el liquido corporal a inves-
50, tigar un valor de pH especi{fico para el agents tamponador
e de 6,3 a 6,4, pot ejemplo para tampdn de trietanolamina-

st .o T «NalH u otros agahtas tamponadores ajustables en el margan
f'ni dcido con excepcidn del agents tamponador de fusfato. En

' 8l saso de uﬁilizarae un ‘preparédo seco, por oHnsiguiente,
"25 este pH debe estar presente despuds de haber disuelto dicho



preparado, Es apropiado en cuanto al orden de magnitud
un pH de aproximadamente 6,0 a 6,5
Para 8l caso especial de la investigacidn de
un l{quido vaginal que por su parte no se ha modificado
5 en su valor de pH original, es apropiada especialmente
la utilizacidn de la determinéﬁiEn con agente tampona-
dor do triatanolamina—NaDH,.siendo ajustada la combina
cidn ds ensayo a pH, 7,0 mientras qua‘en el casg de
muestras a investigér ajustadas a pH 6,3 a 6,4 también
10 s8 ajusta la combinacidn de ensayo a este valor.
Por consiguiente, el invento conciserne ademds
a 1a utilizacidn del procedimiento segln el invento y de
ls combinacidn da onsayo seqdn dicho invento al caso es-
pacial de la investigaeidn de liquido vaginal en la vagi
15 na medianta un material de ensayo con el fin de compro-
bap una eventual variacidn patoldgica en sl tracto genital
femenino, sisndo aplicada la combinacidn de ensayo sobre
soportes apropiades, especialmente sobre un tampdn, pero
o también, por ejemplo, sobrs tiras de ensayo, y producidn
20 dase, por inmersidn en la vagina, la reaccidn con las
' isoenzimas de LDH presentes en dicha vagina a un pH de
aproximadamante 6,0 a 6,5, especialments de 6,3 & 6,4.
La combinacidn de ensayc consiste en una solu-
eidn con la siguients tomposicidn: '
25 ’ '

10.9075 - 9 had



carga do Margenes limites
gnsayo inferiores y su-

prefasrente periores

Agente tamponador de

5 trietanolamina-~NalH,
: pH 7,0 5,0 mf 1,0 - 150 mit
Lactato de Ha (sal ‘
sédica del dcido D,L-
-l4ctico) 67,5 mh 20 - 350 mM
10 Metosulfato de fenazl
na (PM3) 0,1 mAl 0,01 - 1,0 mR
Nicotinamido~-adenin-
dinucledtico (NAD'!') 1;5 mM 0,1 -~ 10 mM
Nitrg=azul-cloruro de
isr,f tetrazolio (NaT) 0,3 ai 0,01 - 1,5 mi

Esta combinacidn de snsaya, en estado protsegi~

,du.cbn respecto a la luz, ss aplicada sobre un soporte

J /- apropiado, especialmente un tampdn. Yy date es conserva
20 - do en estado protegido con respecto a la luz hasta que

haya de ser utilizado.

o ) La preséncia de LDH en el lfquido vaginal as
,'-:'f _indicada par el hecho do que despuds de aproximadamente
5 a 10 minutos el tampdn. adopta una colvracidn azul.

25 Tiene lugar el siguiente transcurso de reacciones:

1009175 - 10 -
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+ _ LDH. +

1. lactato 4+ NAD === piruvato + NADH 4+ H

2. NADH 4 metosulfato de fenazina + H+-————->
NAD* 4 metosulfato de fenazina reducida,

3. metosulfato de fenazina reducido 4 nitro-azul-cloruro
de tetrazolio ——> formazano + metosulfato de
fenazina, X

Dado que la segunda -reaccidn y también la ter-
cera reaccidn acopladas con la reaccidn de lactato reti~
ra tambidn la coenzima reducida formada, la primera reag
cidn, es decir el equilibrioc de la reaccidn de lactato
g8 desplazado hacla la derscha todavia mds intensaments
por esta razdn, al efectuar el tamponamiento de la carga
de ensayo a pH 7,0 despuds de insertar el tampdn, la reag
cidn propiamente dicha discurrird a un pH de alrededor de
6, especialmente de 6,3 a 6,4. En sste caso se determinan
de modo dptimo las.iscenzimas, sapecialmente la LDH 4.Z/
la LDH 5 que pueden presentarse en el caso de variaciones
anormales del liquido vaginal,

En 8l caso de las combinacionss de ensayo que
han de ser utilizadas en la vagina, ha de escogerse un
agente tamponador que ses satable y compatible ocon los
tejidos, Para ello es:especialmente bien apropiado el
agante tamponador de trietendslamina-NaOH,

La combinacidn de enssayo pusds ser aplicada de.

un modo deseado oualquisra sobre los soportes a utilizar,

- 1] -
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especialmente un tampdn. Es sabido que la manipulacidn
con tales combinaciones de ensayo debe efsctuarse de mg
do protegido con respecto a la luz, y que sl soporte
provisto con la combinacidn de ensayo dsbe ser consep-
vado ampliamente con exclusidn de la luz hasta que pase
a utilizarse. Dos métodos ventajosos para la incorpora-
cidn de la combinacidn de ensayo en un tampdn son res-
pectivamente una inyeccidn de aproximadamente 2 ml de

la combinacidn de ensayo preferida o la impregnacidn ds
un extreme de tampdn en una longitud de aproximadamente
3/4 em también con aproximadamenta 2 ml de combinacidn
de ensayo y el subsmguienta secado, especialmente el sg
cado por congelacinn‘dal tampdn., No obstante, la combi-
nacidn de snsayo puede ser aplicada también por ejemplo
solamante sobrs un corddn de recuperacidn, que pasterior
mente, cuando sea neceaar;o, pusde ser retirado con faﬁx
lidad del tampdn. Es muy fdvorable tambidn la aplicacidn
de la combinacidn de ensayd sobre un artfculo de algoddn
en forma de banda o de cordel, que estd insertado en el
tampdn.,

Dado que en el caso de la ubkilizacidn para la
determinacidn rédpida de una variacidn patoldgica en al
tracto genital femenino inferior mediante incorporacién
an la vagina no se conoca, naturalmente, qué cantidad de

liquido uaginal estd presente y la cantidad varfa da un



caso @ otro al igual que el valor del pH posible del 1li-
quido vaginal, hay que prever una gran capacidad de tam
ponamiento en la combinacidn_de ensayo para que durante
la determinacidn propiamente dicha se mantenga en el 1y

5 gar de reaccidn un valor de pH de 6 a 6,5, espscialmente
de aproximadamente 6,3 a 6,4, Dado que le capacidad de
tamponamiento de 1la combinacidn de ensayo presente en el
corddn de recuperacidn no ss suficiente algunas vecss en
la prdctica, es conveniente en tal caso colocar en dicho

10 caso una cantidad mayor de sustancia tamponadora en al
tampdn, do manera que se gurantice en cualquier caso un
suficiente tamponamisnto junto a la parte del corddn de
recuperacidn situada mds prdxima al tampdn.

Tales soportes provistos con la combinacién de

15 ensayo no necesitan ser utilizados por un médico, sino
que cada mujer puade efectuar por si misma la utilizacidn.
Una coloracidn de azul después de una permanencia durante
15 a 30 minutos del tampdn en la vagina indica el peligro
de una variacidn patoldgica y es una sefial de aviso para

20 consultar al médico.

’ No obstante, si el tampdn usado, el corddn de -
racuperacidn o el cordel de recuperacidn desben ser por. .-
ejample, archlvados, 1o cual pusde ser oportuno en el caso
da la utilizaeidn por el médico, o cuando la paciente

25 quiera enviar el tampdn al médico, debe efoctusrae un tra

10.9.75 - 13 -



tamiento posterior del tampdn usado, a saber, con sl fin

de eliminar la molestia del olor, desinfectar el tampdn

y{?;f' "y garantizar la sstabilizacidn de la coloracidn con el

: fin de efectuar una conservacidn durante largos espa-

5 cios de tiempo., Se encontrd ademds que este tratamisnto
uylterior se pueds efectuar por inmersidn del tampdn uti-
lizado para la investigacidn en una solucidn al 20% de
Paraloid (Paralocid de la firma Merck, disuelto al 20% en
tolueno),

10 Misntras gue los métodas hasta ahora conocidos

para la determinacidén de LUH son manifiestos métodos de

laboratorio, que ademds de 8llo tienen las desventajas
que sk han descrito al comibnzo, tambidn en el prasente
caso existe la posibilidad ?a una determinacidn suficiaepn
. » ’15_ temente cuantitativa vy répiéa para clertas finalidades
) de utilizacidn, por ejemplo.para liquide vaginal, por
parte de un usuario no adieétrado. Esto es importants sg
pecialmente en el caso de pacientes con tumores o absce-
- gos, En un-gran ndmero de hécientes con tumares se han
20 investigado de acusrde con la pibliograffa hasta hoy dia
' 26 enzimas. La LOH posas la mixima sensibilidad para diage
e "‘ndstico; en el suero (no en excretas) se ancuentra un
. aufiento entre 40 y 90s. £n el easo de habserse comprobada
gl tumor, la determinacidn en serie del LDH en el suere

25 es apropiada para el control del transcurso y de la terg

10.9.175 - 14 -
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pia del mismo. Ciertamente, un aumento del LDH no es de

ningdn modo especifico para el tumar., No obstants, siem

pre constituye una indicacidn acerca de una grave enfer

medad y en unidn con otras caracteristicas es apropiado
5 para apoyar la diagnosis supussta ds un tumor.

La presente combinacidn de ensayo preferida,
aplitada sobre tampones, se utilizd "in situ" en el caso
de investigacionss en serie con aproximadamente 100 mu-
jeres sanas y con mujeres pacientes con Carcinoma colli

10 uteri, Carcinoma corpopis y Carcinoms. Para obtener los
majgres resultados al tamndn es insertado durante 15 a
30 minutos. Después de ls retirada del mismo se pusden

comprobar inmedistamente las slguientes coloraciones:

ninguna coloracidn negativa
13 coloracidn de rosa : todavia negativa
azul c¢lara con matiz violeta 4
azul 4+
_azul oscura ' + 4 4

Cuando aparecid una coloracidn azul (4 4) o
20 una coloracidn azul oscura (4 + 4), se presentaba en
todos los casos un carcinoma, lo cual coincidia con
los resultados de ensayos patoldgicos. En el casa de
coloracidn azul clara se pudo confirmar casi sin excep
tidn la diagnosis “zona de transformacidn®, Una colora~

25 cidn rosa se encontrd hasta ahora solamérite en mujeres

10,9,95 w )5 -



sanaa (también en embarazadas hasta el dia 152).
El procedimiente de determinacidn "in vitro",

8s decir por ejemplo la investigacidn de suero o plasma,

se lleva a cabo de manera en si conocida, La Unica modi-
5 ficacidn necesaria es el ajuste de un valor del pH esps-
cifico para sl abente tamponador, por ejemplo de alrede=-

dor.de 6 a 6,5 a diferencia del valor de pH fuertements

bdsico hasta ahora utilizado, de manera que no es necssa
ria aqui efectuar ninguna descripcidn detallada, Para dg

10 terminaciones absolutas se puede llevar a cabo un cali-

brado del cambio de color con ayuda ds una muestra de
LOH patréfi. La muestra de calibrado, tal como sa descri-
be para la conservacifn del tempdn, debs ser conservada
sn cuantoe al color durantes algdn tiempa.

15 Los siguisntes ejemplos muestran ademds dos po

g ibilidades de aplicar la combinacidn de ensayo sobre un

tampdn,
a2) Método de inmersidn:
Tampones higiénicos usuales, por sjemplo "o.b"
- 20 de la firma Doctor Carl Hahn, son enrollados aplicdndose

apretadaments de una 8 dos veces de modo similar a un

cinturdn en el centro con una cinta adhesiva Tesa de 1 cm
:Z;f de anchura. La aﬁVQLVEnte del tempdn es abiarta junto al
L lado opuesta del tampdn, junto el que se encuentra el hilo
REE _' 25 de recuperacidn. De este modo, la supsrficie cilindrica

10,9,75 - 16 -



del tampdn se encucntra libre. De tubos se ensayo usua-
les en el comercic con un contenido de 18 ml (formato
DIN, firma Schott, Mainz) se suprime la caperuza o cidpy
la del fonde. En @l tubo de vidrio asi outenido se intrg
5 duce el tampdn ds manera tal gue el tampdn abierto jun-
to a un lado cierra con su plano con superficie alinsa-
da con la del extremo del tubo., £l hilo de recuperacidn
es fijado al otro extremo del tube con vendaje aglutinan
te, cinta adhesiva Tesa o materiales similares. El lada
10 del tubo con la esnvolvente de tampdn abierta es sumergi-
do en la solucidn mencionada bajo 1). For cada tampdn se
absorben o succionan 2,0 ml, La Formulacidn de la solu-
eidn y todas las mapnipulaciones aqui explicadus, que se
efectian en unidn con la saolucidn de combinacidn de ensa
15 va, han de ser realizadas en una camara oscura can luz
monocromdtica (ldmpara para fotografia en el mérgen rojo,
"luz roja").
Los tampones preparados de sste modo, junto con
el tubito de vidrio, son secados gor congelacidn (liofili
23 zados) en la oscuridad, Los tampones secados son retira-
dos del.tubito, por ejemplo por el hilo de recuperacidn vy,
siempre en la pscuridad o en la cdmara oscura con luz pa-
ra fotografia , son envasados con papel o con liminas im
permeables & la luz o con papel colorsade y son conserva-

25 dos de mode protegido con relacidn a la luz.

1009075 - 17 -



10

20

25

10,9.75

b) Método de inyeccidn:

Los siguientes trabajos se llevan a cabo en la
cdmara oscura. Con ayuda de una jeringa de 2 ml sc inyec
tan en el tampdn 2,0 ml de la solucidn de combinacidn de
ensayo indicada bajo 1). Por el lado opuesto del tempdn,
en el que se encuentra el hilo de recuperacidn, se clava
la aguja de inyeccidn a través de la envolvente dentro
del tampén, y se hace pasar la aguja en direccidn longi-
tudinal hasta ol otro extrasmo del tampan, misntras que
se inyecta con lentitud. Oe este wmodo se ha logrado yue
el tampdn estd humedecido a fondo de un modo uniforme,

A continuacidn los tampones son secados por congelacidn
asi como envasados y conservados igual que bajo a).

La mezcla de reac%iuos puede gser aplicada fun-
damentalmente sobre cualquier soporte ansorbente. Para
la detsrminacidn del liquide vaginal o en la vagina se
han acreditado coma muy convenientes léminas transparep
tes, por ejemplo und ldmina de acetato de celulosa, tal
como gs utilizada para (Tines de electroforédsis, a el pro
ducte "Parafilm M" de la .firma American Chemcompany.
Junto al lugar en ei Gue pasan a comunicacidn por coloca
8idn una sobre otra las ldminas con LOH, tiens lugar una
coloracidn en el santido hacia el azul, Tales lémincs
tienen la ventaja de yue son macdAnicamente més rassisten~

tes que, por ejemplo, papel de filtro, y ademds de ello

- 18 -



para la estabilizacion o el archivo puedsn ser hechas
totalmente transparentos. Al mismo tismpo permanece to
talmente ipalterade la intensidad de colar,
Como bafios para producir transparencia para
5 ldminas de acetato de celulosa pueden utilizarse:
a) letanol: dcido acético glacial en la proporcidn 85:15;
k) Iscbutanol: dioxano em la ﬁroporcién de 1:1 hasta 337
c) hetiletilcetona: dioxano en la proporcidn 3:2
d) Acctato de etilo: dioxano en la proporcidn 3:2
10 g) ketanol: dcido acético glaciasl: gliceripa en la pra-
porcidn 87:12:1
Para la ldmina de Parafilm es apropiada una
corta inmersidn en sclucidn al 7,54 de dcido acético.
Tambidn se puede llevar a cabo un tratamiento con
15 aceits, Para sllo son apropiados whitemore-0il 120 u On=-

dino=0il 17 (shell).
Estas ldminas con una superficis de 1,5 a 2,0
cm2 pueden sar utilizadas convenientemente por un médico
, espocialista econ una aplicacidn colposcdpica sovre una
20 alteracidn supuesta de las mucosas en la vagina, En el
lugar en donde se encuentran acumulaciones de células tue
son tumorosas se produce en forma puntual una coloracidn,

en lugar de producirse de un modo andlogo al tampdn.

10.9.75 w lg Lad
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La presente solicitud, que corresponds a la
presentada en Republica Federal Alemana, el 12 Septiem
bre 1974, bajo el ndmero P 24 43 741.0-52, se acoge a
los beneficios del artfculo 51 del vigente Estatuto sobre

Propiedad Industrial,

REIJINDICACIORE]

Los puntos de invencidn propia y nueva, que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Paten
te de Invencidn en Espafia, par JEINTE afios, son los gue
se recogen en las reivindicaciones siguientaes:

18,- Prucedimiento para lz determinacidn en cg
min de varias o de todas lab isoenzimas de la lactatodag
hidrogenasa, esﬁecialmante-he las iscenzimas 4 o B solas
o eh mezcla antre 8{ o con otras igoenzimas de LDH, ma=-
diante reaccidn de lactato y nicotinamido-adenin-dinucled
tido para formar plruvato; caracterizado porque la reace

¢idn se llsva & cabo con un valor de pH especifico para

w 20 «
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el agentc tamponador, especialmente de 6 a 6,5,

28,~ Procedimiento seglin la reivindica~
ciSn 18, caracterizado porque la reaccidn se lleva a ca
bo en un medio fluido o ligquido,

38, Procedimiento segin la reivindicacidn
148, caractefizado porque la reaccién se lleva a cabo con
un gistema tampdén, en el cual él Sptimo para la determina
cién so encuentra en el margen de pH 4cido, con variaéién
de la configuracién'de las isbenzimas. -

48,. Procedimiento segin la reivindicacidén
38, caracterizado porque la determinacidn se lleva a ca=
bo en un sigtema tamponador de trietanolamina~NaOH de pH
6 a 6,5, especinlmente de 6,3 a 6;4.

52,» Procedimiento segin una cualquiera de
&as pyeccdentes reivindicaciones, caracterizado porque
tanto el liquido corporal a investigér como tambidn el
reactivo de ensayo o la combinacidén de ensayo, que se
utilizan para la investigacidn, son ajustados a un valor
de pHl de 6,3 a 6,4, |

6&,~ Procedimiento segin la reivindicacidn
58, caracterizado porque la combinacién de ensayo es ajug
tada a un valor de pH tal que con un valor de pH propio
del liquide corporal a investigar que se diferencie del

pH 6 2 6,5, en el caso de la reaccidén de lactato y nico-

tinamido-adenin~dinucledtido para formar piruvato se pre

- 2] -
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genta un pH de 6 a 6,5, especialmente de alrededor de 6,3

a 6.4;

78, Procedimiento segln una cualquiera de
lag precedentes reivindicaciones, caracterizado porque en

el reactivo de ensayo y/o en el liquido corporal a invege

" tigar se presenta una capacidad de tamponramiento suficien

te para la conservacidn de un valor de pH de 6,3 a C,& du
rante la determinacidn.
8a,- Procedimiento para la doterminacidn en
comiin de varias o de todas las isoenzimas de la lactatow-
deshidrogenasa. '
Tal y cono ée ha descrito en la Memoria
que antecede, y para los fines gque se¢ han especificado.
Esta Memoria consta de veintidés hojas eg=

|
' - 0y >
eritas a miquina por una sola cara,

Madrid, 19ENE1977

P.A,
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