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Tl bx lse af den gde IgG, der er til stede i en neo-
natal kalv, et neonatalt fg¢l eller i kolostrum hos en ko eller
et moderdyr, bringer man en legemsvaskeprgve fra det neonatale
dyr eller fra det navnte kolostrum i kontakt med biologisk in-
differente latexpartikler, miler den mengde agglutination, der
fremkommer, og ud fra denne bestemmer den mangde IgG, der er
til stede i prgven, hvorhos latexpartiklerne, der har en par-
tikelstgrrelse fra 0,109 til 0,8} B fortyndes med en puffer
til en slutkoncentration fra 0,65 til 2,0%, beregnet pi vagt/-
rumfangsbasis, ved en pH-vardi fra ca. 7,5 til ca. 9,0, idet

1 , eske- eller kol pre: fortyndes med en puffer til
et omrdde fra 0,01:12 dele til 0,01-2160 dele p& rumfang/rum-
fangsbasis, ved en pH-vardi fra ca. 7,5 til ca. 9,0.
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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmidde
til bestemmelse af den mzngde IgG, der er til stede i en
nyfedt kalv, et nyfedt fel eller i kolostrum hos en ko eller
en hoppe.

Nyfedte mennesker og andre arter nyfedte har modtaget
immunoglobuliner, dvs. antistoffer, tvars over placentabar-
rieren inden fedslen. Tilstedevarelsen af sddanne immunoglo-
buliner tilvejebringer iszr tilstrzkkelige antistofniveauer
hos den nyfedte til opndelse af resistens mod infektionssyg-
domme. En type immunoglobulin, IgG, fremkommer meget tidligt
efter en immunogen stimulering, og sammen med dets vasentlige
intravaskulzre fordeling kan IgG tjene som en ferste for-

svarslinie.
I modsatning hertil modtager fgl eller kalve praktisk

taget ikke noget IgG tvaers over placentabarrieren og har ved
fedelen ekstremt lave niveauer af IgG, hvilket betegnes som hy-
pogammaglobulinami. Denne situation @ndres almindeligvis ef-
ter indtagelse af IgG-rigt kolostrum og absorption deraf gen-
nem det intestinale epitel. IgG skal vere absorberet ved die-
givning i lgbet af ca. 24 timer efter fgdslen. Efter dette
tidsrum absorberes IgG ikke langere i tarmen.

Absorption af kolostrum-IgG er essentiel for det gode
helbred for fgllet eller kalven i den nyfgdte periode. Svig-
tende absorption af passende mengder IgG er den vigtigste fak-
tor, der foruddisponerer i ¢vrigt normale f¢l for infektion
og dgd, jfr. J. Am. Vet. Med. Ass., 166, 71 (1975).

Svigtende evne til overfgrsel af IgG bgr diagnosticeres
ngjagtigt og hurtigt sdledes, at det kan afggres, om dyret
skal behandles terapeutisk eller aflives. Terapien kan omfatte
injektion af IgG.

I talrige tidligere artikler beskrives der en test for
immunoglobulin under anvendelse af en *latex-flokkulations-
test", f.eks. flokkulation af polystyren-latexpartikler. Te-
sten omfatter almindeligvis overtrazkning af latexpartikler
med et antigent stof, f.eks. hormoner, eller blodproteiner,
sdsom albumin, eller immunoglobuliner sdsom IgG og IgM. La-
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texpartikler er negativt ladet, og proteinet bindes ved hjzlp
af et adsorptionsfznomen. Et andet trin omfatter tilsetning
af et andet reagens, der kan foradrsage agglutination for de
overtrukne latexpartikler.

I Aust. Vet. J., 56, 513 (1980) er der beskrevet en
test til detektering af absorption af kolostrum-immunoglo-
buliner hos nyfgdte fg¢l. Testproceduren omfatter sammen-
blanding af latexpartikler og antiserum til renset heste-im-
munoglobulin til overtrzkning af latexpartiklerne med anti-
-heste-IgG-antistoffer. Efter inkubering vaskes de overtruk-
ne latexpartikler fri for uadsorberet anti-heste-IgG med
frisk puffer og rekcnstitueres med puffer. Antistof-latex-
blandingen sattes derpa til forsggsprgver af f¢lplasma. Ud-
viklingen af et grynet, hvidt agglutinationsmgnster indike-
rer en positiv test for tilstedeverelsen af immunoglobulin.

I Am. J. Med., 21, 888-893 (1956) beskrives anvendel-
sen af latex-flukkulationstesten til den serologiske diagno-
se af rheumatoid arthritis, idet der anvendes et IgM-immuno-
globulin, der kendes som rheumatoid faktor (RF). Testproce-
duren omfatter fgrst overtrazkning af latexpartikler med hu-
mant gammaglobulin. Efter inkubering vaskes de overtrukne
latexpartikler fri for uadsorberet gammaglobulin med frisk
puffer og rekonstitueres med puffer. Gammaglobulin-latex-
-blandingen szttes derefter til en serumprgve fra en patient
med rheumatoid arthritis. Nir testen modificeres ved blanding
af en latexpartikelsuspension og serummet uden gammaglobulin,
forirsager kun 11% af rheumatoide sera agglutination.

I US- patentskrift nr. 3.088.875 beskrives der en la-

texflokkulationstest for et "C-reaktivt" protein, der alminde-

ligvis findes i serum fra patienter med aktive inflammatoriske
eller vavsgdelzggende sygdomme. Testen involverer blanding af
latexpartiklerne med humant gammaglobulin og opvarmning til
57°C. De med antistof overtrukne latexpartikler blandes der-
nest med fortyndet serum fra en patient. Agglutination indi-
kerer narvaerelsen af det C-reaktive protein.
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I US patentskrift nr. 3.551.555 beskrives der en test,
der kan anvendes til detektering af et antigen, sdsom humant
choriongonadotropin, idet latexpartikler fgrst overtrakkes med

et indifferent protein, f.eks. albumin eller lactalbumin, og
derpad overtrzkkes med enten et antigen eller et antistof. De

med protein-antistof eller med protein-antigen overtrukne la-
texpartikler blandes derefter med fortyndet serum fra en pa-
tient. Agglutination indikerer narvaerelsen af et antigen.
Ifplge alle de ovenfor navnte litteratursteder er der
tale om ferst at overtrzkke latexpartiklerne med et proteinma-
teriale, hvorpd man omsatter de overtrukne latexpartikler med
et andet reagens, idet det andet reagens i virkeligheden dan-
ner inter-latex-tvarbroer, der igen forarsager "bro"-aggluti-
nation. I de navnte litteratursteder er der ikke tale om an-
givelse af eller noge£ forslag om, at niveauet af fgl- eller
kalve-IgG eller niveauet af IgG i kolostrum fra en hoppe el-
ler en ko kan bestemmes uden anvendelse af en antistof-antigen-

~-reaktion.
opfindelsens formal er derfor at angive en fremgangs-

mide til bestemmelse af den mengde IgG, der er til stede i
en nyfedt kalv, et nyfedt fel eller i kolostrum hos en ko
eller en hoppe uden anvendelsen af en antistof-antigenreak-
tion. Dette formadl opnas ved fremgangsmdden ifelge krav 1,
der omfatter trin, hvorved man bringer en legemsvaskeprove
fra det nyfedte dyr eller en preve af kolostrum i kontakt
med biologisk indifferente latexpartikler, méler den mzngde
agglutination, der fremkommer, og ud fra denne bestemmer
den me#ngde IgG, der er til stede i preven, hvorhos latexpar-
tiklerne, der har en partikelsterrelse fra 0,109 til o,81
pm, fortyndes med en puffer til en slutkoncentration fra
0,65 til 2,0% (vegt/rumfang) ved en pH-verdi fra ca. 7,5

til ca. 9,0 idet legemsveske- eller kolostrum-preven fortyn-
des med en puffer til et omrdde fra 0,01:12 dele til 0,01:-
2160 dele pa rumfang/rumnfangsbasis, ved en pH-verdi fra ca.

7,5 til ca. 9,0.
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De kritiske granser fra IgG synes at vare fglgende: un-
der 200 mg/dl indikerer et behov for terapi, mellem 200 og
400 mg/dl er tvivlsomt, og over 400 mg/ml er tiléfrakkeligt.
Den her omhandlede fremgangsmi3de tilvejebringer en bekvem ma-
ling af disse niveauer.

De latexpartikler, der anvendes i forhindelse med den
foreliggende opfindelse, kan vare vilkérlige, egnede biologisk
indifferente partikler. Egnede partikler omfatter polyvinyl-
-toluen, styren-butadien-latex, styren-divinylbenzen-latex,
acryl-latex og polystyren-latex. Latexpartiklerne har som navnt
en stgrrelse fra 0,109 til 0,81 im. Latexpartikler er kommer-
cielt tilgangelige fra Dow Chemical Company, Midland, Michi-
gan, Monsanto and Company, St. Louis, Missouri, Rhone-Poulenc,
Paris, Frankrig, og AB Bofors, 6rebro, Sverige.

Latexpartiklerne er kommercielt tilgazngelige i form af
en suspension, f.eks. en 10%'s vandig (vagt/rumfang) latexop-
1gsning, og kan fortyndes med en egnet puffer. Egnede puffe-
re er de, der er tilstrakkeligt oplgselige i vand og har en
hej pufferkapacitet ved en pH-vardi pa fra ca. 7,5 til ca. 9.
Eksempelvis er borat-salt-oplgsning, glycin-salt-oplgsning og
N,N-bis-2-hydroxyethyl-glycin eanede puffere.

En egnet boratpuffer kan fremstilles ud fra 12,2 mmol
Na23407 og 7,1 mmol HCl pr. cm3. En saltoplgsning med fra
0,08 til 10% (vagt/rumfang) kan sazttes til boratet. Et fore-
trukkent omride er fra 0,3 til 1,25 vagti. Om ¢nsket kan bo-
rat-saltoplgsnings-pufferen fremstilles ud fra 50 cm3 0,1 M
borsyre og 0,1 N NaOH, idet der fyldes op til 100 cm3 med
vand, og pH-vardien indstilles pa ca. 8,2. Der sattes 0,85 g
NaCl til hver 100 ml puffer.

En egnet glycin-salt-puffer er 0,1 M med en pH-verdi
pa& 8,2 og indeholder 10 g NaCl pr. liter. Latexpartiklerne
fortyndes til en slutkoncentration pa fra 0,65 til 2% (vegt/-
rumfang) ved en pH-verdi pd fra ca. 7,5 til ca. 9,0.

Legemsvesken kan vare Blodplasma, serum eller helblod
fra en nyfgdt kalv eller et nyfgdt fe¢l, eller der kan
anvendes koldstrum fra en hoppe eller en ko. Legemsvasken
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fortyndes til et omrade fra 0,01:12 dele til 0,01:2160 dele
legemsvasker:puffer p& basis af rumfang/rumfang, idet der an-
vendes en puffer som ovenfor beskrevet. l
Eksperimentelt arbejde har vist, at partikelstgrrelses-
begraznsninger pd fra 0,109 til 0,81 ym er af betydning. Nar
latexpartikelstgrrelsen formindskes, forgges mengden af over-
fladeareal kraftigt, hvilket g¢r det vanskeligt at detekte-
re agglutination. Nar latexpartikelstgrrelsen forgges, for-

mindskes overfladearealet kraftigt.
Lignende betragtninger g¢r sig gazldende med hensyn

til 0,65:2,0 vagts-begransningerne for mengden af tilstede-
verende latexpartikler. Nar koncentrationen af latexpartik-
ler forgges til mere end 2,0 vagt%, bliver IgG-bestemmelsen
ugennemfgrlig pd grund af de store mengder IgG, der kraves.
N&r koncentrationen af latexpartikler formindskes til min-
dre end 0,65 vagt%, bliver det i stigende grad vanskeligt
at detektere agglutination.

Under anvendelse af latexpartikelstgrrelser og kon-
centrationer som ovenfor beskrevet har det vist sig, at den
legemsvaske, der skal testes, skal fortyndes i omradet fra
0,01-12 dele til 0,01:2160 dele legemsvaske:puffer (p& basis
af rumfang/rumfang). Hvis legemsvasken fortyndes til mere end
0,01:2160 legemsvaske:puffer, vil der krzves partikler stgrre
end 1 pym til agglutination inden for det samme IgG-niveau, og
de ville vaere vanskelige at arbejde med i systemet. Hvis le-
gemsvasken er mere koncentreret end svarende til 0,01:12 de-
le legemsvaske:puffer, vil enhver af de beskrevne stgrrelser
latexpartikler blive agglutineret ved insignifikante niveau-
er af IgG. ,

Den rette fortynding af latex og serum med en egnet
puffer kan let bestemmes af en fagmand pd den i det fglgende
beskrevne mide. I en foretrukken udfgrelsesform anvendes der
latexpartikler, der har en stgrrelse pd 0,22 Hm, fortyndet
til en slutkoncentration pd 2,0 vegtt.

I de fglgende eksempler anvendes der, s&fremt andet
jkke er anfg¢rt, latexpartikeloplgsninger fra Dow Chemical

Company .
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Kontrolprocedure:

Prgver af fglserum fas fra nyfpdte fgl ca: 6 til ca.
8 timer efter fgdslen. Radial-immunodiffusions-téstset ("RID"),
der er kommercielt tilgangelige fra Miles Laboratories, Inc.,
Elkhart, Indiana, anvendes pd fglgende mide. Testsazttet inde-
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holder anti-heste-IgG inkorporeret i pufret agarose. Agaro=-
sen har huller udstanset deri. En valgt standardmzngde af
det serum, p& hvilket der skal mdles, anbringes i et hul,
og standard-kontrolprg¢ver anbringes i andre huller. Serum-
met og agarosen far lov at inkubere ved stuetemperatur i
fra ca. 16 til ca. 24 timer. Der dannes en ring af udfzld-
ning omkring hvert af hullerne, idet hver ring er propor-
tional med den tilstedevaerende mzngde IgG. Diameteren af
hver af ringene miles og afsazttes mod koncentrationen pa
halvlogaritmisk papir. P& basis heraf bestemmes den mengde
IgG, der er til stede i serumpr¢verne.

Eksempel 1
En 10%'s (vaegt/rumfang) oplgsning af polystyren-la-

texpartikler med en partikelstgrrelse pd 0,22 pm fortyndes
i forholdet 1:5 (rumfang:rumfang) med N,N-bis-2-hydroxy-
ethylglycin-puffer (0,2 M, pH = 8,5) til en slutkoncentra-
tion pd ca. 2% (vegt/rumfang).

Til hver test anvendes der fglserum-prgver in duplo
som anvendt ved kontrolprocedurerne. Det bestemmes ud fra
en rzkke forsgg, at et bekvemt IgG-bestemmelsesniveau vil
blive tilvejebragt, sifremt den ngdvendige mengde serum ik-
ke er stgrre end ca. 4 til ca. 6 drdber. P& basis af disse
forsgg szttes der 5 pl fglserum til 8 ml N,N-bis-2-hydroxy-
ethylglycin-puffer (0,2 M, pH = 8,5), og der blandes grun-
digt (0,01 del pregve : 16 dele puffer, rumfang:rumfang).

Hver drdbe af den fortyndede latexpartikelblanding
bestemmes at vare 0,025 ml, og en halv drdbe af den fortyn-
dede latex bestemmes at vare ca. 0,10 ml. To drdber (hver
med en stgrrelse pa 0,025 ml) af den fortyndede latexparti-
kelblanding anbringes pa en glasplade. En dribe fglserum,
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der er fortyndet som ovenfor angivet, tilsattes, og der omr¢g-
res. Pladen trazkkes og drejes forsigtigt frem og tilbage,
og blandingen iagttages for agglutination. S&fre@t der ikke
er nogen klart synlig agglutination efter ca. 10 sekunder,
tilszttes der en yderligere dr&be fortyndet serum, og der
blandes p& samme m&de. Denne titreringsprocedure fortszttes,
indtil der fremkommer agglutination. Proceduren gentages for
hver fortyndet prgve af fglserum.
IgG-agglutinations-testresultaterne, der opnds, sam-
menlignes med de IgG-testresultater, der opnds ved kontrol-
proceduren. De opndede testresultater er sammenfattet i den

fplgende tabel.

Tabel I
RID IgG-niveau Testmetode - Tilsat serummzngde
>400 mg/dl 1 dribe fortyndet serum/2 draber
fortyndet latex; positiv agglu-
tination
2400 mg/dl 2 drdber; positiv agglutination
200-400 mg/dl 3 drdber; positiv agglutination
<200 mg/dl 4 drdber; positiv agglutination
<200 mg/dl 4 dréber; positiv agglutination

Under anvendelse af de kriterier, der fremgdr af ta-
bel I, testes en serie pd 77 fglprgver ved fremgangsmaden
ifglge opfindelsen og sammenlignes med de IgG-niveauer, der
fastlagges ved RID-kontrolproceduren. Testresultaterne er
sammenfattet i den fglgende tabel.
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Ud af i alt 77 testede prgver er IgG-niveauet for
73 pregver (94,8%) i overensstemmelse med de IgG-niveauer,
der opnds ved RID-kontrolproceduren. Tilsvarendeiresultater
opnds, ndr testmetodens ngjagtighed sammenlignes med den
ZnSO4—test, der er beskrevet i Eg. Vet., 6, 109 (1974).

Disse testresultater viser, at fremgangsmdden ifgl-
ge den foreliggende opfindelse til bestemmelse af IgG-niveau
er i1 besiddelse af en hgj grad af ngjagtighed, ndr der miles
i forhold til en anerkendt, kommercielt tilgangelig test.

Ved de bestemte reaktionsbetingelser, der anvendes,
dvs. en latexpartikelstgrrelse pd 0,22 um, fortyndet til 2,0%
(vegt/rumfang), og et forhold legemsvaske:puffer pa 0,01 del:
16 dele (rumfang:rumfang), bestemmes IgG-niveauet bekvemt ved
anvendelse af op til. 4,5 drdber fortyndet legemsvaske.

Eksempel 2
Serumprgver tages fra to fgl og bestemmes ved RID-test

at have en IgG-koncentration pd henholdsvis ca. 1500 og ca.
0-200 mg/dl. Prgverne blandes til opnéelse af en serie med
fglgende IgG-niveauer (mg/dl): 750, 500, 375, 300, 250 og 166.

Disse serumprgver anvendes som beskrevet i det fglgende:

En 10%'s (vagt/rumfang) oplgsning af polystyren-latex-
partikler med en partikelstgrrelse pd 0,22 m fortyndes i for-
holdet 1:5 (rumfang/rumfang) med en N,N-bis-2-hydroxyethyl-
glycin-puffer (0,2 M, pH = 8,5) til en slutkoncentration pa
ca. 2% (vegt/rumfang).

For hver test sazttes der 5 Pl fglserum, der har den
ovenfor angivne koncentration, til 6 ml af den ovenfor angiv-
ne puffer, og der blandes grundigt til en slutkoncentration
pa 0,01 dele serum til 12 dele puffer (rumfang/rumfang).

1 drdbe af den fortyndede latexblanding blandes p& en plade
med 1 drdbe af det fortyndede serum, bevages og drejes og
iagttages for agglutination. Hvis der ikke fremkommer nogen
agglutination, blandes en anden fortyndet latexprgve (1 drébe)
p2 en plade med 2 drdber af det fortyndede serum. Hvis der in-
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gen agglutination fremkommer, gentages proceduren igen med

3 dr&ber fortyndet serum. De opnéede testresultater er sam-
menfattet i den fglgende tabel.

mg/dl IgG (RID)
750 x 2 = 1500
500 x 2 = 1000
375 x 2 = 750
300 x 2 = 600
250 x 2 = 500
166 x 2 = 332

Tabel III
Tilsat serummangde

1 drdbe; positiv agglutination

1 drdbe; positiv agglutination

1 drdbe; positiv agglutination

1 drdbe; positiv agglutination

1 drabe; negativ, 2 dréber; po-
sitiv agglutination

1 og 2 drdber; negativ, 3 dréber;
positiv agglutination

De testresultater, der er opnidet ifglge tabel III, sam-

menlignes med titreringsresultaterne fra eksempel 1. Eftersom

de i tabel I viste titreringsresultater er opnaet under anven-

delse af 1 drabe serum/2 driber fortyndet latex, multipliceres

de i tabel III viste koncentrationer med en faktor 2 til sam-
menligning af tabel I og tabel III.
Resultaterne viser, at proceduren fra eksempel 2 korre=-

lerer IgG-niveauet med det IgG-niveau, der fis ved titrerings-

proceduren jfplge eksempel 1 (korreleret til RID-kontrolproce-

duren). Eksempelvis giver 3 drédber serum ved et niveau pé

166 mg/dl IgG (x 2 =

332 mg/dl) en positiv agglutination. Det-

te falder inden for omradet 200-400 mg/dl, der er indikeret ved
en 3 drabers agglutination som vist i tabel I. Tilsvarende re-

-sultater er vist for de andre IgG-niveauer.
Det er klart, at ved udfgrelse af den fremgangsmade,

der er beskrevet i eksemplerne 1 og 2, kan agglutinationen af

legemsvaesken og latex iagttages, og niveauet af IgG, der er

til stede i prgven, kan bestemmes herudfra. En fagmand kan
indstille den koncentration af puffer og den stgrrelse og kon-

centration af latexpartikler, der kraves til detektering af
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IgG-niveauer i en legemsvaske. Disse niveauer kan let op-
timeres til tilvejebringelse af en bekvem IgG-test.

I de fglgende eksempler anvendes der et bredt omrade
af reaktionsbetingelser.'Reaktionsbetingelserne er ikke ne¢d-
vendigvis optimerede, og derfor er de opndede agglutinations-
verdier, dvs. IgG-niveauerne, i mange af eksemplerne ikke di-
rekte sammenlignelige med de ifglge eksempel 1 opnaede agglu-
tinationsvardier. Det fremgdr imidlertid af hvert eksempel,
at nar mengden af IgG, der er til stede i pre¢verne, forgges
eller formindskes, varierer mazngden af agglutination sdledes,
at IgG kan miles ved hjazlp af den her omhandlede fremgangséade

Sifremt intet andet er angivet, opnds de koncentratio-
ner af fglserum, der anvendes i de fplgende eksempler, som be-

skrevet i eksempel 2.
Til bestemmelse af virkningen af andring af partikel-
stgrrelsen til ca. 0,10 pm udfgres der den i det fg¢lgende be-

skrevne procedure.

Eksempel 3
En 10%'s vandig oplgsning af polystyren-butadien-latex-

partikler med en partikelstg¢rrelse pad 0,109 um fortyndes i for-
holdet 1:15 med pufferen ifglge eksempel 1 til en slutkoncen-
tration pd ca. 0,67% (vegt/rumfang) .

Ved hver test sattes der 5 Pl fgplserum til 6 ml af den
ovennavnte puffer, og der blandes grundigt til en slutkoncen-
tration pd 0,01 dele serum til 12 dele puffer (rumfang/rumfang).
1 drabe af den fortyndede latexblanding blandes med 1, 2 eller
3 draber af det fortyndede serum som beskrevet i eksempel 1.

De opndede testresultater er sammenstillet i den fglgende tabel.
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Tabel IV
mg/dl IgG (RID) Tilsat serummzngde .
750 x 2 = 1500 1 drdbe; negativ, 2 drdber; posi-
tiv agglutination
500 x 2 = 1000 1 dr&be; negativ, 2 draber; posi-
tiv agglutination
375 x 2 = 750 1, 2 drdber; negativ, 3 drdber;
positiv agglutination
300 x 2 = 600 1, 2, 3 drdber; negativ agglutionation

Som det fremgir af de ovenstiende resultater, er forholdet
det, at ndr den mengde IgG, der er til stede i serumpr¢ven, for-
mindskes, forgges den mzngde serum, der kraves til agglutina-
tion. Den formindskede latexpartikelstgrrelse frembringer en
tilsvarende forggelse af overfladearealet, hvilket kraver en
stgrre fortynding af latexpartikelkoncentrationen.

I eksemplerne 4 og 5 indstilles prgverne af fglserum til
opndelse af en serie med de IgG-koncentrationer, der fremgadr
af de respektive tabeller.

Eksempel 4
En 10%'s vandig oplgsning af polystyren-latexpartikler

med en partikelstgrrelse p& 0,497 um fortyndes i forholdet 1:5
med en puffer ifglge eksempel 1 til en slutkoncentration pa
ca. 2% (vagt/rumfang).

Ved hver test szttes der 5 Pl fplserum til 108 ml af
den ovennavnte puffer, og der blandes grundigt til en slut-
koncentration pi 0,01 del serum til 216 dele puffer (rumfang/-
rumfang) . 1 Dradbe af den fortyndede latex blandes med 1, 2
eller 3 drdber af det fortyndede serum som beskrevet i eksem-
pel 1. De opndede testresultater er sammenfattet i den fglgen-
de tabel.
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Tabel V
mg/dl IgG (RID) Tilsat serummengde .
900 x 2 = 1800 1 drébe; positiv agglutination
370 x 2 = 740 1 drdbe; tvivlsom, 2 drdaber;
positiv agglutination
200 x 2 = 400 1 drdbe; negativ, 2 drdber; po-

sitiv agglutination

Det fremgdr af ovenstdende resultater, at forholdet er
det, at ndr mangden af IgG, der er til stede ifgplge eksemplet,
formindskes, forgges den mzngde serumprgve, der kraves til
agglutination. Det er ngdvendigt at forgge fortyndingen af se-
rumprgven, fordi forggelsen i latexpartikelstgrrelse tilveje-
bringer en formindskelse af overfladearealet af latexpartik-

lerne.

Eksempel 5
En 10%'s vandig oplgsning af polystyren-latexpartikler

med en partikelstgrrelse pa 0,807 um fortyndes i forholdet 1:5
med en puffer ifglge eksempel 1 til en slutkoncentration pé
ca. 2% (vegt/rumfang).

Ved hver test sattes 5 pl fglserum til 1080 ml af den
ovennavnte puffer, og der blandes grundigt til en slutkoncen-
tration p& 0,01 del serum til 2160 dele puffer. 1 Drédbe af den
fortyndede latex blandes pd en plade med 1 eller 3 draber af
det fortyndede serum som beskrevet i eksempel 1. De opndede
testresultater er sammenfattet i den fglgende tabel.

Tabel VI
mg/dl IgG (RID) Tilsat serummangde
900 x 2 = 1800 1 dr&be; positiv agglutination
370 x 2 = 740 1 drdbe; negativ agglutination,
3 drdber; positiv agglutination
200 x 2 = 400 3 draber; negativ agglutination
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Det fremgdr af de ovenst@ende data, at forholdet er
det, at n&r den mzngde IgG, der er til stede i serumprg¢ven,
formindskes, forgges den mengde af serumpr¢ve, dé: kraves
til agglutination. De ovenstdende data illustrerer endvide-
re den virkning, der er vist i eksempel 4: en forggelse af
latexpartikelstgrrelsen fgrer til en formindskelse i over-
fladearealet af latexpartiklerne, hvilket kraver en yderli-
gere forggelse af fortyndingen af serumpr¢ven.

Eksempel 6

10 g natriumchlorid sattes til 1 liter af en puffer
ifglge eksempel 1 til fremstilling af en 2-hydroxyethyl-
glycin-salt-puffer. En 10%'s vandig oplgsning af polystyren-
-butadien—latexpartikler med en partikelstgrrelse pa 0,109 pm
fortyndes i forholdet 1:15 i denne puffer til en slutkoncen-
tration p& ca. 0,67% (vagt/rumfang).

Ved hver test sattes der 5 pl fglserum til 6 ml af den
ovennavnte puffer, og der blandes grundigt. 1 drabe af den
fortyndede latexblanding blandes pa en plade med 1, 2 eller
3 draber af den fortyndede serum som beskrevet i eksempel 1.
De opndede testresultater er sammenfattet i den fglgende ta-
bel.

Tabel VII
mg/dl IgG (RID) Tilsat serummzngde
750 x 2 = 1500 1 drdbe; positiv agglutination
500 x 2 = 1000 1 drd&be; positiv agglutination
375 x 2 = 1750 1 drdbe; positiv agglutination
300 x 2 = 600 1 drdbe; positiv agglutination
250 x 2 = 500 1 drdbe; negativ, 2 drdber;

positiv agglutination

166 x 2 = 332 1 og 2 drdber; negativ, 3 drdber;

positiv agglutination
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Som det ses af de ovenstdende data, er forholdet det,
at ndr mengden af IgG, der er til stede i serumprgven, for-
mindskes, forgges den mangde serumprgve, der kraves til ag-
glutination. Desuden viser disse resultater ogsd den andring,
der opnds ved valg af pufferen. Tilsatningen af saltoplgsning
til pufferen bevirker, at latexpartiklerne med en stgrrelse
pd 0,109 pm fungerer pi en made, der svarer mere til opfgrslen
af latexpartiklerne med en stgrrelse pa 0,22 im ifplge eksem-
pel 2 end til opfgrslen af latexpartiklerne med en stgrrelse
péd 0,109 pm ifglge eksempel 3.

Prgver af fglserum blandes til fremstilling af en serie,
der indeholder 3000 mg/dl IgG og 1500 mg/dl IgG, bestemt ved
RID-afprgvning, og disse prgver anvendes som beskrevet i det

fglgende eksempel.

Eksempel 7
En 10%'s vandig oplgsning af polystyren-latexpartikler

med en partikelstgrrelse pd 0,22 um fortyndes i forholdet 1:5
med en glycinpuffer (0,1 M, pH = 8,2) til en slutkoncentra-
tion p& ca. 2% (vegt/rumfang).

Ved hver test sattes der 5 Fl fglserum til 6 ml af den
ovennavnte glycinpuffer, og der blandes grundigt. 1 Drd&be af
den fortyndede latex blandes pad en plade med 1, 2 eller 3 dra-
ber af det fortyndede serum som beskrevet i eksempel 1. De
opndede testresultater er sammenfattet i den fglgende tabel.

Tabel VIII

mg/dl IgG (RID) Tilsat serummngde

3000 x 2 = 6000 . 1 og 2 drdber; negativ, 3 drdber;
positiv agglutination

1500 x 2 = 3000 1, 2 og 3 drdber; negativ agglu-
tination

Forholdet er atter det, at nidr den maengde IgG, der er
til stede i serumprgven, formindskes, forgges den mengde se-
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rumprgve, der kraves til agglutination. Nervaerelsen af gly-
cin i stedet for pufferen ifglge det foregdende eksempel
krazver tilstedevarelse af stor mzngde IgG til fremkaldelse
af agglutination.

Eksempel 8

En 10%'s vandig oplgsning af polystyren-latexpartik-
ler med en partikelstgrrelse pa 0,22 im fortyndes i forholdet
1:5 med en glycin-salt-puffer (0,1 M, pH = 8,2, 10 g natrium-
chlorid pr. liter) til en slutkoncentration pad ca. 2% (vagt/-
rumfang) .

Ved hver test sattes der 5 Pl fglserum til 6 ml af gly-
cin-salt-pufferen, og der blandes grundigt. 1 Drdbe af den
fortyndede latex blandes p& en plade med 1, 2 eller 3 draber
af det fortyndede serum som beskrevet i eksempel 1. De opnée-
de testresultater er sammenfattet i den fglgende tabel.

Tabel IX
mg/gl IgG (RID) Tilsat serummangde
750 x 2 = 1500 1 drdbe; positiv agglutination
500 x 2 = 1000 1 drdbe; positiv agglutination
375 x 2 = 1750 1 drdbe; positiv agglutination
300 x 2 = 600 1 drdbe; positiv agglutination
250 x 2 = 500 1 dradbe; negativ, 2 draber; po-

sitiv agglutination
166 x 2 = 332 1 og 2 dréber; negativ, 3 draber;
positiv agglutination

Forholdet er atter det, at ndr den m@ngde IgG, der er
til stede i serumprgven, formindskes, forgges den mengde af
serumprgven, der kraves til agglutination. Tilsatningen af
salt til glycinpufferen ifplge eksempel 7 forgger kraftigt
sensitiviteten af IgG-testen. Nar glycin alene som puffer kra-
ver store mengder IgG til agglutination, har den ovennavnte
glycin-salt-puffer en sensitivitet svarende til den, der frem-
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gdr af eksempel 2 (N,N-bis-2-hydroxyethylglycin-puffer).

Eksempel 9
En 10%'s oplgsning af polystyren-latexpartikler med en

partikelstgrrelse pd 0,22 im fortyndes i forholdet 1:5 med en
borat-salt-puffer (0,125 M, pH = 8,4, 8,5 g natriumchlorid pr.
liter) til en slutkoncentration pd ca. 2% (vagt/rumfang).

Borat-salt-pufferen fremstilles ved blanding af 50 ml
0,1 M borsyre og 5,9 ml O,1 N NaOH, idet der fortyndes op til
100 ml med vand, og pH-vardien indstilles pad ca. 8,2. Der sat-
tes 0,85 g NaCl til hver 100 ml puffer.

Ved hver test sattes der 5 Pl f¢1seruﬁ til 6 ml af bo-
rat-salt-pufferen, og der blandes grundigt. 1 Drdbe af den
fortyndede latex blandes pé en plade med 1, 2 eller 3 drdber
af det fortyndede serum som beskrevet i eksempel 1. Testresul-
taterne er i det vasentlige de samme som ved anvendelsen af
glycin-salt-pufferen ifglge eksempel 8.

Eksempel 10

En 10%'s vandig oplgsning af polystyren-butadien-la-
texpartikler med en partikelstgrrelse pad 0,109 um fortyndes i
forholdet 1:5 med en puffer ifglge eksempel 1 til en slutkon-

centration pa ca. 2%.
Vved hver test fremstilles der prgver af fglserum som

beskrevet i eksempel 1. Der s&ttes 5 Pl'f¢lserum til 10 ml

af den ovennavnte puffer og blandes grundigt. 1 Dribe af det
fortyndede serum sattes til 1 drdbe af den fortyndede latex
som beskrevet i eksempel 1. De opndede testresultater er sam-
menstillet i den fglgende tabel.
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Tabel X
mg/dl IgG (RID) Tilsat serummangde
900 x 2 = 1800 4 drdber; positiv agglﬁtination
370 x 2 = 740 7 drdber; positiv agglutination
200 x 2 = 400 9 draber; positiv agglutination

Agglutinationen kan reverseres ved tilsztning af en
yderligere drdbe fortyndet latex, og derefter kan der agglu-
tineres igen med mere fortyndet serum. Denne reversibilitet
af agglutinationen viser, at slutpunktet kan fastlagges ngj-
agtigt.

Eksempel 11
Fremgangsmidden fra eksempel 1 og eksempel 2 gentages

under anvendelse af neonatalt kalveserum i stedet for fglse-
rum. Testresultaterne viser, at nir mangden af IgG, der er
til stede i serumprgven, formindskes, forgges den mzngde se-
rumprgve, der kraves til agglutination. Testresultaterne vi-
ser, at fremgangsmdden ifglge den foreliggende opfindelse kan
anvendes til miling af agglutination og til bestemmelse af
mangden af IgG, der er til stede i prgven af kalveserum.

Eksempel 12

Fremgangsmiden fra eksempel 1 gentages, idet der anven-
des helblod fra f¢l og helblod fra kalve i stedet for fglse-
rum. Testresultaterne viser, at den her omhandlede fremgangs-

mide kan anvendes til miling af agglutination og til bestem-
melse af den mengde IgG, der er til stede i helblod fra et f¢l
eller en kalv.

Eksempel 13
Fremgangsmiden ifglge eksempel 1 kan gentages med kolo-

strum i stedet for serum til bestemmelse af egnetheden af ko-
ljostrum fra en fgdende hoppe eller ko til overfgrsel af immuno-
globulin til et nyfedt fgl eller en nyfgdt kalv.
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Anvendeligt kolostrum vil have en IgG-niveau pé& ca.
1000 mg/dl eller derover. For at bringe kolostrum-prgven ind
i et omradde, der nogenlunde svarer til serumomrddet i eksem-
pel 1, fortyndes det anvendte kolostrum i forholdet 1:5 med
en egnet puffer til fremstilling af en prgve med en koncen-
tration pd ca. 200 mg/dl.

En 10%'s (vagt/rumfang) oplgsning af polystyren-par-
tikler med en partikelstgrrelse pi 0,22 Wm fortyndes i forhol-
det 1:5 (rumfang/rumfang) med N,N-bis-2~-hydroxyethylglycin-
-puvver (0,2 M, pH = 8,5) til en slutkoncentration pad ca. 2%
efter vagt/rumfang.

Til hver test szttes der en 5 Pl progve af det fortyn-
dede kolostrum til 8 ml af den ovennavnte puffer, og der blan-
des grundigt til en slutkoncentration p& 0,01 dele kolostrum
til 16 dele puffer (rumfang/rumfang). Denne fortynding anven-
des derpd til titrering af 2 draber latex som i eksempel 1.
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Patentkravw.

1. Fremgangsmdde til bestemmelse af den méngde IgG,
der er til stede i en nyfgdt kalv, et nyfgdt fgl eller
i kolostrum hos en ko eller en hoppe, kendet eg -
n e t ved, at man bringer en legemsveskeprgve fra det nyfgdte .
dyr eller en prgve af kolostrum i kontakt med biolo-
gisk indifferente latexpartikler, m&ler den mengde agglutina-
tion, der fremkommer, og ud fra denne bestemmer den mangée IgG,
der er til stede i pre¢ven, hvorhos latexpartiklerne, der har
en partikelstgrrelse fra 0,109 til 0,81 um, fortyndes med en
puffer til en slutkoncentration fra 0,65 til 2,0%, beregnet
pé vagt/rumfangsbasis, ved en pH-vardi fra ca. 7,5 til ca.
9,0, idet legemsvaske- eller kolostrum-prgven fortyndes med
en puffer til et omrade fra 0,01:12 dele til 0,01:2160 dele
p& rumfang/rumfangsbasis, ved en pH-verdi fra ca. 7,5 til ca.
9,0.

2. Fremgangsmiade ifglge kravl, kendetegne t
ved, at der som legemsvaske anvendes blodplasma, blodserum
eller helblod.

3. Fremgangsmide ifglge kravl, kendetegnet
ved, at dgr anvendes en puffer valgt fra gruppen bestiende af
borat-salt, glycin-salt og N,N-bis-2-hydroxyethylglycin-salt.

4, Fremgangsmide ifglge kravl, kendetegnet
ved, at der anvendes latexpartikler med en partikelstgrrelse

P4 0,22 ym og et forhold mellem legemsvaske og puffer pd 0,01:
16 dele.
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