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(54) vyroba monodpecifickych precipitadnych sér pre diagnostické ddely

Vyndlez sa tyka vyroby monoipecifickych precipitadnych sér pre diagnostické udely, v kto-
rom sa riefi spdsob izoldcie imunoglobulinovych tired $pecifickou imunoadsorpénou metodou na
prisludny bakteridlny korpuskuldrny antigén a spdsob imunizdcie pokusnych zvierat pouzitych

pre vyrobu,

Rozbor doterajSieho stavu techniky ukazuje, Ze mono3pecifické precipitadné séra obsahuji
protildtky (precipitiny), ktoré sa 3pecificky viau na prisludny druh bielkovin a po ich viz— .
ba sa vyprecipituji v nerozpustnom komplexe. Precipitadné séra sa vyrdbaju proti réznym anti-
génom, hlavne proti jednotlivym bielkovindm krvného séra. Nakolko uvedend séra precipitujd
iba antigén, ktory dal podnet k ich thrbe, si vhodné na kvalitativny a kvantitativny dékaz
prisludného antigénu v rdéznych telovych tekutindch za pou¥itia imunochemickych reakcii, Taky-~
mito reakciami si napriklad dvojsmernd imunodifizna metody podla Ouchterlonyho, imunoelektro-
foréza, jednoduché.?adiélna imunodifizia a pod. Okrem toho sui tieto precipitadné séra zdklad-

nou surovinou pri vyrobe fluorescendnych sér pré priamu a nepriamu fluorescenciu.

Metddy, v kfofich‘sa pouzivaji mono$pecifické precipita&né séra, patria k nov$im pokroko-
vym imuncdiagnostickym metédam, dnes ug nepostrddatelnym, &i uZ vo vyskume alebo v beZnej ve-
terindrnej imunodiagnostike. Velky teoreticky a prakticky vyznam mé kvalitativny a kvantita-

tivny dbékaz imunoglobulinov krvného séra. Pre vyrobu mono8pecifickych precipitadnych sér je

201 347



2
201 347
potrebné zi{skat v prvom rade jednotlivé triedy imunoglobulinov (napr. IgG a IgM) v imunoche-
micky &istom stave. N izoldciu a purifikdciu réznych tried imunoglobulinov boli v poslednom
desatrro&f vyvinuté pomerne zlo¥ité fyzikdlno-chemické metody za pouzitia chemikdlif a pris=
trojov poviad$ine z dovozu z kapitalistickych $tdtov. Nakolke literatdra tykajlca sa uvedenej

tématiky je velmi rozsiahéa a v padstate sa zakladd na rovnakych principoch, uvddzam z nich

niektoré poufivané pri izoldcii imunoglobulinov IgG a IgM triedy.

Stef f£fen (Allegémeine und experimentelle Imunologie und Immunopathologie sowie ihre
klinische Anwendung, = Georg Ihieme Verlag - Stuttgart 1968, strana 564), pouZiva pri izoléd~
cii IgM imunoglobulinu nasledovné metodiku :

Do 10 ml krvného séra sa pridd 0,4 ml 10%-ho roztoku Dextrénsulfdtu rozpusteného v destilova=-
nej vode a 1 ml 1 M roztoku CaCl,. Po zmieSani sa roztok nechd 15 mindit stdt pri izbovej tep~
lote, Vyprecipitované lipoproteiny sa centrifugavanim odstrdnia (10 min, pri 6,000 g). Super~
"natant sa za krdtku dobu dialyzuje proti destilounej vode a potom sa doplni do 200 ml rozto-
kom 0,75 %-nej kyseliny boritej. Po 30 min. stdtia pri izbovej teplote sa vznikly precipitdt
odcentrifuguje (10 min, pri 2,000 g). Sediment sé eSte dvakrdt premyje roztokom kyseliny bo-
ritej v uvedenej koncentrdcii. Po premyti sa precipitdt rozpusti v 3 az 4 ml pufru nasledov=
ného zlo%enia: Tris-Hydroxymethylaminomethan 7,96 g, NaC1 58,45 g sa rozpusti v destilovanej

vode s obsahom 0,033 M HC1 (pH 8,0).

Tymto spdsobom rozpusteny precipitdt sa potom nanesie na kolonu naplneni gelom Sephadex
G=200 o rozmeroch 2,8 x 80 cm ustdleni na uvedeny Tris pufor. Frakcie prvého vrcholu obsahujui
&isty IgM imunoglobulin, Metoda v¥ak nevyluduje zne&istenie alfa, makroglobulinom, ktord -sa
nachddza takmer vo vietkych IgM imunoglobulinovych prepardtoch pripravenych uvedenou metodou.

Alf‘a2 makroglobulina md totiZ vélmi bilizke fyzikdlno-chemické vlastnosti ako IgM imunoglobulin,

F e y (Methods of Purification and Quantitation of bovine Immunoglobulins, Zbl,Vet.Med.

B,23, 1976, 269-300) udéva nasledovni metddu izoldcie IgM imunoglobulinu :

Krvné sérum sa dialyzuje proti 0,01 M fosfdtovému pufru o pH 5,4. Euglobulinovy precipitdt,
ktory vznikne pri dialyze sa dvakrét premyje v 0,01 M acetdtovom pufre s obsahom 0,15 M NaC1
o pH 5,4.sa rozpusti, MnoZstvo acetdtového pufru mé byt 20 % pdvodného mnoistva séra, Potom
za stdleho mieSania pri kvapkdva 0,1 M ZnS0,, aby vyslednd koncentrdcia ZnS0), dosiahla 25 mM.
Vznikly precipitdt sa pri izbovej teplote mie$a po dobu dvoch hodin a potom sa centrifugova=
nim odstréni pre 3000 ot/min, PouZiva sa supernatant, z ktorého sa Zn ionty odstrdnia pomo-
cou 1%-ho roztoku tetrasédnej EDTA. Po koncentrovani roztoku sa tento d4 na gelovi kolénu
naplneni Sephadexom G=200 ustédlend na 0,1 M Tris-HC1 pufor s obsahom 0,1 M NaC1 o pH 8,6.
Frakcie prvého vrcholu obsahujui IgM imunoglobulin, Pre imunizdciu zvierat sa véak poufivajdi
len frakcie nachédzad&ce sa v ascendentnej &asti prvého vrcholu. Ale i takto pripravené preci=-
pitaégé séra sbsahuji precipitiny proti IgG a alfa,M bilekovindm, ktoré treba z precipitaéné-
ho séra odstrinit. N.. odstrdnenie alfa 2M globulinu pripravil jzola&ni metédu na ziskanie uve-

deného globulinu v &istom stave. Tymto sa popisand metoda dalej komplikuje.
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Na izoldeciu IgG triedy imunoglobulinu poufivaji takmer vetci autori gélovd filtrdeiu (napriki.

Sephadex G-200) a iontomeni&e (ako je DEAE celuléza a DEAE Sephadex). Pre tento t&el sa poui-
va bud celé krvné sérum alebo kolostrum, alebo z nich izolované imunoglobuliny v nedistom sta-

Ve za pouZitia siranu aménneho, siranu sédneho alebo rivanolu.

L ev ie ux (Immunoglobulines Bovines et Brucellose, Ann.Rech.Vétér., 1974, 54329=342)

uddva nasledovny postup izoldcie IgG2 imunoglobulinu ;

Celé sérum hoviddzieho dobytka sa filtruje na Sephadexe G-200 na kolone o rozmeroch 90x5 cm
ustdlenej na 0,1 M Tris-HC{1 pufor s obsahom 0,15 M Naéi a Azidu sdédneho v celkovej koncentrd-
cii 1:5000 o pH 8,0, Frakcie druhého vrcholu, ktoré obsahujui IgG imunoglobulin a ostatné biel-
koviny s obdobnou molekulovou vdhou aalej frakcionuje na DAEA celuldze za pouzitia nasledovnych
pufrov : 0 : 0,0t M pH 8,0 - 1 : 0,015 M pH>7,3 - 2.: 0,03 M pH 7,3 ~ 3:0,06 M pH 7,0 = 4:0,1
M pH 6,0. PouZiva fosf4t pufor. Roztok ziskany pri gelovej filtrdcii dialyzuje proti 0,01 M
fosfdt pufru a pri tejto molarite ziskané frakcie znovu d4 na uvedeny iontomenid a filtruje
ich pri tej istej molarite., Takto ;iska 8isty IgG2 imunoglobulin., Ostatni autori pouZivajd
viac alebo menej komplikované metédy v podstate zhodné a 1i{3ia sa iba v ‘tom, Ze nevychddzaja
pri frakcionovani z celého séra, ale najprv izoluji IgG imunoglobulfn v ne&istom stave za

pouZitia vymenovanych chemikdlif, &i u¥ z krvného séra alebo z kolostra a takto ziskany imu-

noglobulin frakcionujd na geloch, alebo na iontomenidoch.

Druhym predpokladom pre vy¥robu kvalitnych mono$pecifickych brecipitaénich sér je volba
vhodného zvierata. Pre tento ﬁéei sa najlastejsie pou#fvajd krdli, koza, osol a o¥ipand., D6=
lezitym limitujicim faktorom je aj imunizaény postup (miesto aplikégie, interval medzi jed~
notlivymi aplikdciami antigénu, dévky antigénu, pouZitie alebo nepougitie fﬁznych adjuvancii
a pod.). Imunizaéné postupy st v literatidre uvddzand velmi struéne, nakolko sa jednd o komer-
¢ne vyrdbané prepardty, ktorych presny vyrobny postup je tajny. Spravidla sd imunizaéné pos-
tupy zdihavé a nie vidy zarudujit precipitad&né séra Ziadanej kvality. Pre ilustrdciu uvddzam
imunizadny postup pri ziskavani antiséra proti zvieraciemu gamaglobulinu. Autormi sd‘Semotén
a kolektiv. Z4vere&nd spréva , Konjugdty ", Bioveta, Ivanovice na, Hané 1974,

Prvy deti sa aplikuje 3 ml Freundovho adjuvans podkoZne, ,Dalej sa poddva intra vénam 1%=ny
roztok gamaglobulinu po 1 ml na 9., 12., 15., 19., 21., 26., 30, a 33.defi. Na 36, deii sa
‘podé znova 3 ml Freundovho adjuvans podkoZne. Na 44., 47. a 50.def sa znova podé‘intra vénam
po 1 ml 2%-ho roztoku gamaglobulinu, Na 53.defi sa poddva opit adjuvans v uvedenom mﬁoéstve
podkoZne. Imunizadny postup sa ukon&i intra vendznym podanim 3%-ho gamaglobulinu na 60,.,63.

a 66.deti,

Z uvedeného vyplyva, %e pri izoldcii Jednotlivych tried imunoglﬁbulinov sa pouZivaji pomer-
ne komplikované métédy Zza pouZitia drahych chemikdlif a pristrojov, prifom nezarudia izoldciu
bielkovin dostatodnej &istoty pre imunizdciu zvierat. balej sa poﬁiivajk zd{havé imunizagné
postupy, ktoré nezarudia v#dy vyrobu precipitadnych sér Ziadanej kvality. Z uvedeného vyply-

va, Ze vyroba monodpecifickych precipitadnych sér si vyfaduje dalSie zdokonalenie,
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Podstata vyndlezu spodiva v praktickom vyuziti{ vlastnych préc, vysledkov vyskumu ziskaﬂych
pri zistovani dynamiky tvorby protildtok pri bruceloze hospoddrskych zvierat, pri imunizdcii,
resp.priebehu infekéného procesu. Pri imunizdcii zvierat v zadiatodnom &tddiu  imunizaéného
procesu si takmer vietky protildtky viazané vyhradne na IgM triedu, v neskordej fdze je proti-
14tkovd aktivita viazand na IgG triedu. Tak isto bolo zistené pri vlastnych pokusoch, Z%e bru-
celové protildtky viazané na IgM triedu sid relativne termorezistentnej¥ie ako brucelové pro=-
tildtky viazané na IgG triedu. Protildtky IgM triedy sa dokonale nilia 10 min. zahriatim na
70 oC, pridom protildtky IgG triedy si takmer nenarudenéd. Tieto dva momenty som vyu¥il pri vy-
robe mono¥pecifickych zvieracich anti-IgM a anti-IgG precipitaénych sér. To znamend, Ze izold-
ciu IgM imunoglobulinov méZeme docielit imunogdsorbénou metodou za pouZitia brucelového anti-
génu, ak pou¥ijeme brucelové pozitivne sérum od imunizaénych zvieat na 5. a% 6.deit od zadiat=~
kg imunizdcie. Na izoldciu imunoglobulinov IgG triedy viak treba pouZit krvné sérum od imuni-
zaénych zvierat, u ktorych uplynulo 14 a% 15 dnf od imunizécie, pridom sa protildtky viazané
na Igﬁ triedu odstrdnia inaktivovanim vo vodnom kipeli pri 70 °c po dobu 10 mindt. Protildtky
viazané na povrch brucelového antigénu, teraz uZ ako antigén, sliZia na produkciuvprisluéného
antiséra po aplikovani vhodnym pokusnym zvieratdm. Pritom sa zvolil taky imunizadny postup,
aby malé mnoZstvo imunoglobulinov viazané na povrch brucelového antigénu bolo dostatodné na
vydatnd tvorbu protildtok. Treba podotknit, %e brucelové protildtky prisludnej triedy su tak
pevne chemicky viazané na receptoroch brucelového korpuskuldrneho antigénu, Ze ostatné sérové
bielkoviny sa pri centrifugovani {premyti) dokonale odstrédnia..Uvedené nedostatky za pouZitia
popisanych vlastnost{i brucelovych IgG a IgM protildtok sa odstrédnia tak, Ze imunoglobuliny
IgG a IgM triedy sd imunochemicky naviazané na povrch brucelového antigénu pri pouZiti vhod-
nych brucelovych sér, Takto ziskané imunoglobuliny spolu s korpuskuldrnym brucelovym antigénom
sa pou¥ijy na imunizdcia krdlikov. Pritom je voleny taky imuniza&ny postup, ktory i pri nizkom
mno¥%stve imunoglobulinov IgG a IgM triedy zaruéi tvorbu a tym aj vyrobu kvalitnych monopeci-
fickych precipitadnych sér za relativne krétku dobu,

Spdsob vyroby monodpecifickych precipita&nych sér pre diagnostické ddely vyznaéuje sa tfm,
%e na imunizdciu zvierat s vyhodou krélikov sa pou¥ije korpuskuldrny bakteridlny antigén,s vi;
hodou brucelovy, pre pomald aglutindciu Specificky imunoadso;péne obsadeny protildtkami rdz-
nych tried imunoglobulinov, ktory sa aplikuje dokonale premyty (aspoit 3 x) s vyhodou vo fyzio-
logickom roztoku chloridu s5dneho‘o koncentrdcii 0,85 %, pri imunizadnom procese . s vyhodou s
kompletnym Freundovim.adjuvansom subkutédnne (medzi pfsty prednﬁgh a zadnych kondatin) a intra-

muskuldrne, pripadne do Zily bez adjuvansu.

POPIS VYNALEZU

1. Priprava brucelového pozitivneho séra s obsadenim IgG a IgM protildtok :
Velkym zvieratdm (hovidzi dobytok, ké#) sa na prvy a druhy deil intra vénam aplikuje

5 ml brucelového antigénu pre pomalu aglutindciu. Obdobny je imunizadény postup aj u men-
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gich zvierat (odipand, ovca, koza) s tym rozdielom, %e aplikujeme iba 2 ml antigénu, Krv sa

odoberd na jprv na 5, a 6.defl pre vyrobu mono$pecifickych anti-IgM precipitaénych sér a dr-
hykrdt na 14.a% 15.deti na vyrobu anti-IgM precipitaénych sér. Odobratd krv nechdme zrazit
a centrifugdciou pri 2000 g po dobu 30 minit ziskame &ire sérum. v pripade, Ze sa sérum
iﬁnea nespracuje, konzervuje sa lyofilizovanim alebo zmrazenim pri =20 °¢. Takto konzervo-

vané sérum je pouZitelné pre uvedené iidely po dobu 2,rokov.

Priprava brucelového antigénu senzibilizovaného protildtkemi IgM a IgG triedy :
Vyroba anti-IgM precipitadného séra

Pre vyrobu monoSpecifického anti-IgM precipitadného séra sa pouzije pozitivne sérum od
prisludného druhu, ktoré sme odobrali na 5.az 6.deil po prvej aplikdcii antigénu. Sérum sa
inaktivuje pri 60 °¢c po dobu 30 min. vo vodnom kipeli., Sérum sa vy$etri na hladinu bruce=
lovych protildtok pomocou skumavkovej agutindcie podla platnych vySetrovacich metdd.

Aby sa docielilo ¢o najdokonalejSie obsadenie véetkfch receptorov brucelového antigénu,
pouzije sa 8 a% 16 ndsobné mnoZstvo brucelovych protildtok, ktoré st v pomalej aglutindcii
schopné aglutinovat vetky brucely (aglutindcia na ++++). N priklad, ak md sérum titer 160
znamend to, Ze jedna jednotka brucelového antigénu (0,05 ml) je aglutinovand sérom v zrie-
deni 1:160. V tomto pripade pouZijeme na jednu jednotku antigénu polovi&éné alebo rovnaké
mnozstvo pozitivneho brucelového séra. Sérum sa v poradovanom pomere zmieSa s brucelovym
antigénom a inkubuje v termostate pfi 37 °c po dobu 4 az 8 h a potom cez noc v chladnidke
pri + 4 az + 6 oC. Antigén je plne obsaden§ protildtkami vtedy, ak subernatant antigénu po
odcentrifugovani efte obsahuje brucelovéd protildtky, t.j. v rychlej aglutindcii na sklidku
aglutinuje brucelovy antigén. Ak to nie je tak, pridd sa eSte k brucelovému antigénu sérum
a inkubdcia sa prevedie rovnakym spdsobom ako predtym.

Brucelovymi l4tkami obsadeny antigén potom odcentrifugujeme po dobu 10 min, pri 2000-g
a sediment 4x premyjeme vo fyziologickom roztoku NaC1 v pdédvodnom objeme. Po poslednom cen~
trifugovani sediment resuspendujeme v takom mnoZstve fenol-fyziologickom‘roztku (obsah fe=
nolu 0,5% ), aké mnozstvo antigénu sme pdvodne pouZili na senzibilizdciu. Antigén pomocou
sterilnych bulidiek roztrepeme., Takto senzibilizovany antigén uchovavany pri teplote +4 az

+8 °c je pouZitelny na imunizdciu krdlikov aspoft jeden rok.

Vyroba anti-IgG precipitadného séra

N. vyrobu monogpecifického anti-IgG precipitadného séra sa pouzije krvné sérum odobraté
na th.,a% 15.deti po imunizécii prislu$ného druhu zvierat. Sérum sa zriedi rovnakym dielom
s 0,85 % roztokom NaCl a inaktivuje sa v ultratermostate po dobu 10 min., pri teplote 70 oC.
Pri takejto inaktivdcii séra spravidla stratia aglutinaénd schopnost alebo aglutindciu vy-
voldvaju zénove, tejey Ze aglutindcia ﬁevznké tam, kde sa nachddza najvidé$ie mnoZstvo pro=-
tildtok, ale vo vy$$ich zariadeniach., Pri tejto inaktivdcii sa IgM protildtky dokonale od=~
strdnili a zostali iba protildtky viazané na IgG triedu imunoglobulinov. Titer protildtok
véak meritorne mdfeme dokdzat iba antiglobulinovou technikou podla Coombsa vo vlastnej mo=-

difikdcii.
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Na senzibilizdciu antigénu pou¥ijeme 8 a% 16 ndsobné mnoZstvo protildtok na jednu jed-
notkua antigénu (0,05 ml), ktoré je schopné vyvolat aglutindciu na ++++ v modifikovanom an-
tiglobulinovom teste, Napriklad, ak md sérum titer 640, tak na 1 ml brucelového antigénu
pou¥ijeme 2 alebo 4 ml brucelového séra inaktivovaného uvedenym spésobom. Pri ureni titra
bruceldévych brucelovych protildtok v modifikovanom antiglobulinovom teste nesmieme zabud-
nmit na to, %e sa pracuje so zreidenym sérom. Premytie antigénu sa robi obdobnym spdsobom
ako pri priprave senzibilizovaného antigénu IgM protildtkami s tym rozdielom, Ze ho centri-
fugujeme po dobu 30'mihdt pri 6000 g. Po poslednom premyti antigén resuspendujeme vo fqﬂo-
fyzidogickom roztoku ako pri priprave IgM antigénu., PouZitelnost tohto antigénu je zhodnd
s predchddzajicim,

Tmunizdcia krdlikov pre vyrobu monospecifickych anti-IgG a antisIgM precipitadnych sér pre
jednotlivé druhy zvierat :

Imuniza&ny postup je tobiny pre obe triedy bez ohladu na triedu imunoglobulinov, Na imu-
nizéciu pouzijeme krdliky vo véhe 4 a% 6 kg. Prvd imunizdcia krdlikov sa robi do koZe medzi
jednotlivymi prstami prednych a zadnych ndéh tak, Ze na dvoch miestach kaZdej nohy aplikuje-
me po 0,25 ml antigénu, Antigén pre prvi a druhd imunizdciu sa pripravi s kompletnym Freun-—
dovym adjuvansom tak, %e na 1 ml brucelového senzibilizovaného antigénu (sntigén sa musi
dokonale premiefat, nakolko stdtim sedimentuje), priddme 1 ml Freundovho adjuvansu a bruce-
lovd suspenziu s adjuvansom zhomogenizujeme pomocou injekénej striekadky. Asi desatkrit sa
obsah natiahne a energicky vystriekne zo striekalky. Pri prvej imunizdcii pripadd na jed-
ného krdlika objem dva ml (1 ml brucelového antigénu a 1 ml adjuvansu). Druhd imunizdcia
krdlikov sa rob{ na 14.dett intra=-muskuldrne do stehenného svalu rovnako pripravenym anti-
génom ako pri prvej imunizdecii v ddvke 1 ml. Tretikrdt sa aplikuje antigén bez adjuvansu
na 21.def do u$nej margindlnej #ily v ddvke 1 ml na krdlika a na 22.deil sa rovnako aplikuje
ten isty antigén (bez adjuvansu) v ddvke 1 ml na krdlika.

Kr4dliky sa vykrvia na 5.defi po poslednej aplikdcii antigénu a sérum sa ziskava tak, Ze krv
sa nechd koagulovat. Po oddelen{ krvného koldda od steny centrifugaéného pohdra vlozi sa do
termostatu na 1 h, Potom sa krv centrifuguje po dobu 30 min pri 3000 g a &ire g_rum sa
stiahne injekdnou striekadékou.

Precipita&né séra sé vy$etria imunoelektroforeticky proti celému krvnému séru, alebo vy=
chodiskovej telnej tekutine prislu¥ného druhu zdravého zvierata. Obdriime iba jednu vyraz-
ni precipitaémi liniu charakteristicki pre dand triedu imunoglobulinu, Markantnej¥ie su
viak rozdiely, ked sa precipitadné séra vySetria na precipitalni aktivitu, Tdto sa dokazu-
je jednoduchou radidlnou imunodifiznou metddou tak, %e sa do gelu (agar alebo agaréza) in-
korporuje prislufny antigén (imunoglobulin) a do dierok sa priddva rovnaké mnoZstvo vyro-
benych precipitadnych sér. Precipitadné sérum je tym kvalitnejéie, &im vznikne vddsi a vy-
raznejsi ostro ohranideny precipitadny kruh za ten isty das. Touto metédou kontrolované pre-
cipitaéné séra vyrobenéd podla vynéleéu, vykazujui aZ dva a¥ patkrdt vi&siu precipitadénmi ak-

tivitu v porovnani s inymi metodami na vyrobu precipitadnych sér. Okrem toho nie je zanedba-
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telnd prednost navrhovanej vyroby aj to, Ze sa’precipitaéné séra vyrobia za kratsiu dobu a
netreba pou%it komplikované izola¥né metody na izoldciu a purifikdciu imunoglobulfnov réz-
nych tried, aby sme ich dostali v imunochemicky &istom stave. VyS$3ia ﬁéinnosf (precipitad&ng
aktivita) sa vysvetluje tym, %e pokusné zvieratd dost zle tvoria protildtky (precipitiny)
proti &istym imunoglubulinom, ale relativne dobre tvoria protildtky proti ne&istotdm (iny
druh bielkovin), ktord mdé%u obsahovat, i ked v nepatrnych mnoZstvdch Po adsorbcii na bak-
teridlny ,nasid" v8ak imunoglobuliny sa stani pre pokusné zvieratd ovela potentne j8im anti-
génom, ktoré potom proti nim vyhodnej$ie tvoria precipitiny., Nedd sa v$ak zanedbat ani po-
tencujici déinok samotného bakteridlneho nosida, najmi obsahu polysacharidov m imunitny

systém pokusného zvierata. Tym sa dosiahne tvorba vi&ieho mnofstva precipitinov za krat-

8iu dobu u imunizovanych zvierat, %o je podstatou vyndlezu.

PREDMET VYNALEZU

Spbésob vyroby monofpecifickych precipitadnych sér pre diagnostické u&ely, vyznadujdci sa

tym, %e sa zvieratd, s vyhodou krdliky, imunizuji korpuskuldrnym bakteridlnym antigénom,

s vyhodou brucelovym, pre pomald aglutindciu, ktory je $pecificky imunoadsorb&ne obsadeny
protildtkami réznych tried imunoglobulinov, pri&om uvedeny antigén sa minimdlne trikrdt pre-
ﬁyje fyzilogickym roztokom chloridu sddneho a pre prvi a druhd imunizdciu zvierat sa antigén
zmieSa kompletnym Freundovym adjuvansom a aplikuje sa subkutdnne medzi prsty prednych a =zad-
nych kon¥atin a intramuskuldrne a pre tretiu imunizdciu sa aplikyje antigén bez adjuvans
intrdvendzne a ndsledne sa zvieratd vykrvia a sérum sa ziska po koaguldcii odstrdnenim krvné-

ho koldéda.
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