DK 164884 B

199 DANMARK
+2 FREMLZAGGELSESSKRIFT 1164884 B

Patentdirektoratet
TAASTRUP
{21) Patentansegning nr.: 2832/85 {51) Int.CL.5 G 01 N 33/569
(22) indleveringsdag: 21 jun 1985 G 01 N 33/68
/11 C12Q 1/64

(41) Alm. tilgeengelig: 07 jan 1986
{44) Fremlagt: 31 aug 1992
{86) International ansagning nr.: -

{30) Prioritet: 06 jul 1984 US 628310

(71) Anseger: *Becton Dickinson and Company; Mack Centre Drive; Paramus; New Jersey 07652, US
(72) Opfinder: Phillip Stephen *Rose; US

(74) Fuldmeegtig: Firmaet Chas. Hude

(s4) Fremgangsmade til fremstilling af mikrobielle proteiner, som er opnaet ud fra Chlamydia trachomatis,
til immunobestemmelse

(56) Fremdragne publikationer

EP off.g.skrift nr. 59624
Andre publikationer: Analytical Biochemistry bind 100 (1 979) side 64-69

{57) Sammendrag: 2832-85

ber beskrives en fremgangsmide til pr¢vebehandling som forbe-
redelse til udfgrelse af en immuncbestemmelse, ved hvilken
et mikrobielt protein oplgseliggéres med en detergent ved
forhejet temperatur og i narvarelse af en alkali~ aller jord-
alkalimetal~ion. Ved forhgjede temperaturer er detergenten
oplgselig. Ved lavere temperaturer ger tilstedevarelsen af
metal-ionen detergenten uoplgselig, siledes at den forhindres
i at geners immunocbestemmelsesmetoden. En serlig anvendelse
er til oplaseliggerelse af det vigtigste ydre membranprotein
pk Chlamydia trachomatis.
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Den foreliggende opfindelse angar en framgangsmade til frem-
stilling af mikrobielle proteiner, som er opnédet ud fra Chamy-
dia trachomatis, til immunobestemmelse. Mere specielt angar
opfindelsen brugen af detergenter til solubilisering af pro-
tein for at udtrykke proteinets antigene egenskaber uden at o-
delagge evnen til at pévise proteinantigenet i en immunobe-

stemmelse.

Detergenter har lange varet kendt som reagenser til solubili-
sering af mange biokemiske stoffer, iszr mikrobielle prote-
iner og proteinkomplekser. Denne evne er nyttig til friggrelse
eller eksponering af antigener i proteinerne, som derefter

kan pivises ved immunobestemmelsesteknik. Uheldigvis hammer
detergent i en antigenoplgsning immunobestemmelse ved at for-
hindre bindingen af antigenet til et immobiliseret antistof i
fast fase. Hidtil har der ikke eksisteret nogen praktisk bil-
lig metode til at eliminere denne skadelige virkning af deter-
gent p& immunobestemmelse. Simpel fortynding af prgven er
utilfredsstillende. For eksempel, hvis immunobestemmelsesprg¢ven
fortyndes efter oplgseligggrelse, siledes at koncentrationen af
detergent ikke langere pavirker bestemmelsesproceduren, -resul-
terer den ledsagende reduktion i antigenkoncentration i et
antigenniveau, som er under bestemmelsens tarskelvardi

for fglsomhed. Forggelse af den oprindelige koncentration af
antigen i immunobestemmelsesprg¢ven, s3ledes at koncentrationen
af antigen efter fortynding er over fplsomhedstarskel-

verdien, er som regel ikke praktisk, da prgveeksemplerne ofte
nedvendigvis er sma. Der er sadledes et behov for en metode til
detergentso1ubi1iéering af proteiner, der ikke samtidig hammer

immunobestemmelsesprocedurerne.

En serlig anvendelse, hvor detergenter kan bruges med godt re-
sultat, er til solubilisering af det vigtigste ydre membran-
protein pa& Chlamydia trachomatis. Denne mikrooranisme er en af

de to arter af slagten Chlamydiaceae, ordenen Chlamydiales.

Den anden art er Chlamydia psittaci. Chlamydia trachomatis

i dens ca. 15 forskellige stammer er det =atiologiske midde]
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for en rzkke humane okulare og genitale sygdomme, herunder
trachoma, inklusions-conjunctivitis, lymphogranuloma venereum,
"uspecifik" eller ikke-gonokokkal urethritis og proctitis.
C.trachomatis-infektion har en tendens til at sprede sig gen-
nem hele befolkningen. Det er f.eks. blevet ansldet, at
C.trachomatis er ansvarlig for flere millioner tilfalde arligt

af ikke-gonokokkal urethritis.

Da C.trachomatis-formidlede sygdomme er vidt udbredt, er en
palidelig, enkel og billig pr¢ve for organismens tilstedevarelse
meget ¢gnskelig og af stor betydning, for at der kan foretages
passende behandling. Den eneste serologiske test, der for
tiden anvendes, er mikroimmunofluorescens-testen. Denne test
kraver imidlertid, at stammerne af C.trachomatis anvendes som
serologisk test-antigen. Faciliteterne til udfgrelse af denne
test er endvidere kun til radighed i et begraznset antal labo-
ratorier i verden. Testen er meget besvarlig, tidsrgvende og

vanskelig at udfgre.

Fra Analytical Biochemistry, bind 100 (1979), side 64 - 69,
kendes solubilisering af uoplegseligt protein i en natriumdode-
cylsulfatoplegsning, hvorefter overskud af natriumdodecylsulfat
udfaldes ved hjalp af et kaliumsalt. Da natriumdodecylsulfat
generer farvestofbindende proteinanalytiske prever, sé&som
Bradford-proceduren, skal det overskydende natriumdodecylsul-
fat fjernes med henblik pad opnaelse af maksimal feolsomhed ved

en proteinanalyse, som benytter farvestofbinding.

Fremgangsméaden ifb]ge den foreliggende opfindelse tager ikke
specielt sigte pad anvendelse af kaliumsalte til udfazldning af
natriumdodecylsulfat, men giver mulighed for at anvende flere
andre metaller i forbindelse med flere andre anioniske deter-
genter end natriumdodecylsulfat. Herved kan der ved fremgangs-
maden ifglge opfihde]sen fremstilles mikrobielle proteiner,
der kan benyttes til immunobestemmelse eller immunoanalyse,
hvilket kraver, at de fra mikroorganismer solubiliserede anti-
gener kommer til at foreligge i en immunokemisk bevaret form,

hvori de kan genkendes af antistoffer, som er rettet mod dem.
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Fra EP offentliggerelsesskrift nr. 58.624 kendes anvendelsen
af natriumdodesylsulfat og natriumdodecylisulfatlignende deter-
genter til solubilisering af Chlamydia-proteinantigener efter-
fulgt af fraskillelse af de solubiliserede proteiner fra over-
skud fra natriumdodesylsulfat ved anvendelse af hydroxyapatit-

kromatografi.

1 modsatning hertil benytter fremgangsmaden ifelge opfindelsen
en anderledes fraskillelse af detergenten, ved hvilken over-
skud af detergent udfeldes pé& simpel vis ved hjelp af katio-

ner.

Ved fremgangsmaden ifslge opfindelsen behandies preven forud
for udforelse af en immunobestemmelse, og den er sarlig nyttig
til1 fremstilling af mikrobielle celleproteinprever, sdsom preg-
ver af det vigtigste ydre membranprotein af Chlamydia tracho-
matis. Det har vist sig, at dette sarlige protein er et arts-
specifikt antigen, og at det derfor er nyttigt til en immuno-
bestemmelse for tilstedevarelse af organismen i et inficeret

individ.

F¢r celleproteiner af organismer, s&som C.trachomatis, kan
anvendes til en immunobestemmelse, m& cellevaeggen indeholdende
proteinet @zndres, sdledes at et passende antistof kan genkende
proteinet. Behandling med en detergent har vist sig effektiv
til dette formal. Af sarlig verdi til celleprotein-oplgselig-
ggrelse er salte af den jkke-ioniske detergent laurylsulfat.
For at forhindre, at detergenten dgenerer den senere udfgrelse
af immunobestemmelse, g&r fremgangsmadden ifglge opfindelsen

ud p&, at der er alkali- eller jordalkalimetal-ion i detergent-
oplgsningen. Ved hgje temperaturer er detergent oplgselig i
nerverelse af sadanne ioner. Ved lavere temperaturer, sasom
stuetemperatur, udfalder detergenten og kan eventuelt fjer-

nes f¢r udfgrelse af immunobestemmelsen.

Fremgangsmaden ifelge opfindelsen er ejendommelig ved, at man



(93]

10

15

20

25

DK 164884 B

blander en preve af et mikrobielt protein, som er opnaet ud
fra Chamydia trachomatis, med en vandig oplesning af en prote-
inoplesende mazngde af en ionisk detergent, som har en alkali-
eller jordalkalimetalion som kation, til dannelse af en preve-

oplesning,

inkuberer proveoplesningen ved en forhsjet temperatur i til-

strakkelig tid til oplesning af proteinet, og

afkesler preveoplesningen i narvarelse af en forbindelse, der
har en alkali- eller jordalkalimetalion som kation, hvilken
forbindelse fungerer som temperaturafhangig udfazldende forbin-
delse og sé&ledes bringer detergenteﬁ ti1 udfeldning af oplegs-
ningen ved stuetemperatur eller 1idt derover, men ikke pavir-
ker detergentens oplegselighed ved forhsjede temperaturer,
hvorhos forbindelsens kation er en anden end detergentens kat-

ion.

Fremgangsmd3den ifglge opfindelsen indebarer anvendelse af et
temperaturafhangigt udfzldningsmiddel til fjernelse af en
protein-oplgseligggrende mengde detergent fra et pre¢veeksemplar
til immunobestemmelse. Detergenter er meget effektive protein-
oplgseligggrende midler, isar til mikrobielle celleproteiner,
s&som det vigtigste ydre membranprotein pa Chlamydia tracho-
matis. Fordi de generer ved en immunobestemmelse ved at hamme
bindingen af antigen, md detergenter imidlertid effektivt
fjernes fra prgveoplgsningen fgr udfgrelse af bestemmelsen.

Det har vist sig, ét inkludering i prgveoplgsningen af en
forbindelse indeholdende en alkali- eller jordalkalimeta-

ion meget nedsztter den vandige oplgselighed af en detergent,
sdsom et dodecylsulfat,ved stuetemperatur eller lidt over
(d.v.s. ved eller under ca. 300C), men har ingen eller ringe
virkning pd oplgseligheden ved forhgjede temperaturer. Pa
grund af deres evne til at bevirke temperatur-afhangig ud-
faldning af detergent vil disse forbindelser i det fglgende

sommetider blive omtalt som udfazldende forbindelser. Det
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skal forst&s, at denne betegnelse ikke betyder, at forbindel-
serne selv udfzlder, men kun at de bevirker udfzldning af
detergent. Ved alkali~ eller jordalkalimetaller menes grund-
stofferne i gruppe I og II i det periodiske system, som ind-
befatter bl.a. lithium, natrium, kalium, magnium, calcium

og barium. En vandig oplgsning af et natrium- eller lithium-
laurylsulfat og kalium-ion kan séledes anvendes til at oplgse-
ligggre mikrobielt protein ved forhgjet temperatur. Oplgsnin-
gen afkgles s& til ca. stuetemperatur eller lidt over, hvil-
ket bevirker, at detergenten udfzlder. Detergenten kan even-
tuelt fjernes ved centrifugering eller filtrering. Hvad en-
ten den udfzldede detergent fjernes eller ej, udfgres immuno-
bestemmelsen s& p& prgven af protein, uden at detergenten ge-
nerer. Da den udfzldende forbindelse ikke spiller nogen rolle
i opfindelsen indtil afkglingstrinet, kan den sattes til op-
lgsningen, efter at proteinet er oplgseliggjort, i stedet for

fra begyndelsen sammen med detergenten.

Egnede detergenter til anvendelse ifglge opfindelsen indbefat-
ter dodecylsulfater, s&som natriumdodecylsulfat og lithium-
dodecylsulfat. I almindelighed findes detergent i oplgsningen
i koncentrationer fra ca. 0,01 vagt% pr. rumfang til ca. 2,0
vegt$ pr. rumfang. Hensigtsmessigt er koncentrationen fra

ca. 0,01 til ca. 1,0 vegt?% pr. rumfang, idet fra ca. 0,05

til ca. 0,1 vagt% pr. rumfang foretrzkkes.

Den udfzldende forbindelse findes i oplgsningen i koncentra-
tioner fra ca. 0,01 M til ca. 2,0 M. Hensigtsmessigt er

koncentrationen fra ca. 0,01 M til ca. 1,0 M, idet fra ca.

0,05 M til ca. 1,0 M foretrakkes. Enhver vandoplgselig for-
bindelse, der har en alkali- eller jordalkalimetal-ion som

kation, kan anvendes. Forbindelsen kan vare f.eks. et phos-
phat, chlorid eller carbonat. Udvalgelsen af en speciel ud-
feldende forbindelse pdvirkes af den sarligt anvendte deter-
gent. For eksempel udfeldes natriumdodecylsulfat lettest ved
stuetemperatur med tilstrakkelige koncentrationer af kalium-,

calcium- eller barium-ion, medens lithiumdodecylsulfat,
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foruden af de ovennavnte ioner, vil blive tilstrzkkeligt ud-
feldet af ioner af magnium og natrium.

Den vandige oplgsning af detergent og udfzldende forbindelse
sattes til et pi¢veeksemplar, sésom en udpensling fra halsen
eller urinrgret. Prgven blandes grundigt med den vandige
oplgsning af detergent og udfzldende forbindelse til dannelse
af en prgveoplgsning. Ved blanding af proveoplgsningen ved
stuetemperatur forbliver detergent uoplgst. Oplgsningen med
den uoplgste detergent opvarmes fra stuetemperatur til en
temperatur fra ca. 60°C til ca. 120°¢ og holdes ved denne tem-
peratur i en periode fra ca. 5 minutter til ca. 30 minutter.
Ved denne inkubationstemperatur oplgses detergenten, oplgse-
ligggr det mikrobielle protein og eksponerer antigenet til
immunobestemmelsesformél.

Efter inkubation afkgles oplgsningen hurtigt under anvendelse
af et isbad eller andre egnede midler til en temperatur, der
er tilstrakkeligt lav til at muligggre udfzldning af deter-
genten. Alternativt kan oplgsningen afk@gles langsomt, indtil
den ndr stuetemperatur. En egnet stgdpude, s&som et phosphat
(f.eks. 0,2 M natriumphosphat, 0,1 vagt% pr. rumfang okse-
serumalbumin, pH 7,4), kan tilsattes f¢r eller efter inkuba-
tionen. Stgdpuden vedligeholder oplgsningens pH-verdi mellem
ca. 6,5 og ca. 8,0. Efter afkg¢ling kan den udfzldede deter-
gent fjernes eller blive i prgven. Hvis den bliver deri, har
detergenten ingen eller ringe virkning p& immunobestemmelsen,

fordi den ikke er i oplgsning.

Som navnt ovenfor bestdr en sarlig anvendelse af fremgangsmé-
den ifelge opfindelsen i solubilisering af Chlamydia tracho-
matis. Det vigtigste ydre membranprotein p& C.trachomatis
omfatter ca. 60% af det samlede forbundne ydre membranprotein
i mikroorganismen og har en stgrrelse eller en molekylvagt af
underenheden mellem 38.000 og 44.000 dalton med en middel-
molekylvagt pa 39.500 dalton. Af forenklingsgrunde vil denne

vigtigste ydre membranprotein~gruppe af C.trachomatis i det
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fglgende blive omtalt som MP 39,5, hvilket betyder: stgrre
ydre membranprotein med en gennemsnitsmolekylvagt af under-
enheden p& 39.500 dalton. MP 39,5 er et artsspecifikt anti-
gen, idet dette protein, nadr det afprgves over for C.tracho-
matis-antistoffer fra alle serotyperne, reagerer med artsspeci-
ficitet. Som et antigen giver MP 39,5 basis for identifika-

tion af alle C.trachomatis-~serotyperne.

Artsspecifikke antistoffer mod et antigen, sdsom MP 39,5, kan
udvikles ved passende podningsmetoder med laboratorie-dyr,
sdsom mus og/eller kaniner. De dyre-udviklede antistoffer kan
anvendes til bestemmelser for infektion i andre pattedyr.

Disse bestemmelser kan udfgres under anvendelse af velkendte
metoder til bestemmelse af tilstedevarelsen af bakterielt anti-
gen i det inficerede individ. Nar fgrst man har sikret sig

en forsyning af monospecifikke antistoffer fra antigenpodede
laboratorie-dyr, kan enten direkte eller indirekte bestem-
melsesmetoder foretages med prgver fra pattedyr, der mistankes
for at huse infektioner. Bestemmelsesteknik, sasom enzym=-
bundet immunoabsorbentbestemmelse eller radioimmunbestemmelse,

er egnet til disse formél.

Ved en direkte bestemmelsesmetode bliver monospecifikt anti-
stof mod antigenet bundet covalent eller ikke-covalent til

et bzrersystem i fast fase. Som sadvanligt ved denne teknik
kan bazrersystemet vere glas, plast eller lignende. Bareren i
fast fase med vedhazngende monospecifikt antistof kan inku-
beres med en prgve fremstillet ved fremgangsméden ifglge opfin-
delsen og tidligere opndet fra et individ, der mistankes for

at have en infektion.

Monospecifikt antistof, der tidligere er blevet radiomerket
eller konjugeret med enzym ved kendt teknik, bringes sd i lige-
vagt med barersystemet. Eventuelt antigen, der findes i pro¢-
ven, og som er blevet bundet til antistoffet pd barersystemet,
vil pd sin side binde til det radiomarkede eller enzymkonju-
gerede antistof. Hvis der anvendes radiomerket antistof,

kan den relative rest-radiocaktivitet i prgven derefter bestem-
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mes. Denne vaerdi sammenlignes med eksemplarer, som er- blevet
pavist at vare fri for antigenet. Hvis der anvendes enzym-
konjugeret antistof, bliver et substrat, specifikt for enzymet,
sat til reaktionsblandingen med den faste barer, og den frem-
komne farveandring registreres spektrofotometrisk. Denne
farveandring sammenlignes med prg¢ver, der vides at vere fri
for antigenet. Tilstedevarelsen af et antigen, sdsom MP 39,5,

i pattedyr-arter kan sidledes bestemmes direkte.

Alternativt kan der anvendes indirekte bestemmelsesmetoder.
Specielt kan antigenet blive covalent eller ikke-covalent
bundet til et egnet bazrersystem i fast fase. Et eksemplar fra
det individ, der mist@nkes for at have en infektion, frem-
stilles som ovenfor beskrevet. Eksemplaret blandes si med
en kendt mengde radiom@rket eller enzymkonjugeret antistof
mod antigenet, der forud er blevet fremstillet af et labora-
torie-dyr. Blandingen af eksemplar og antistof kan s& inku-
beres med et fast barersystem og dets bundne antigen.

Radioaktiviteten af det faste barersystem miles, eller farve-
udvikling i det enzymkonjugerede system miles og sammenlignes
med eksemplarer, der er behandlet péd lignende mide som stan-
darder, og som ikke indeholder antigen.

Evnen hos den kliniske prgve, der mistaznkes for at indeholde
en given mikroorganisme, til at hamme bindingen af de radio-
merkede eller enzymkonjugerede antistoffer til den faste barer,
afslgrer tilstedevarelse eller fravar af antigenet i det kli-
niske eksemplar. En eventuelt pévist hamning viser tilstede-
verelse af infektion.

Andre egnede bestemmelsesmetoder og variationer vil vere ind-
lysende for fagfolk.

Eksempel 1 illustrerer fremgangsm&den ifglge opfindelsen under
anvendelse af C.trachomatis MP 39,5. Tabel I sammenligner en
kontrol-immunobestemmelse med &n, hvori eksemplaret er frem-

stillet ved fremgangsmdden ifglge opfindelsen.
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EKSEMPEL 1

Til en 450 preve af Chlamydia trachomatis-stamopl¢sning i
phosphat—st¢dpude (0,2 M natriumphosphat, 0,1 vegt% pr. rum-
fang okseserumalbumin, PH 7,4) Dblev sat kaliumchlorid i
tilstrakkelig mengde til at bringe kalium—ionkoncentrationen

i prgven pd 0,1 M. ca. 50 af en 1 vegt® pr. rumfang oplgs-
ning af SDS (natriumdodecylsulfat) i vand blev derefter til-
sat, efterfulgt af opvarmning af prgven til lOOOC i en op-
varmningsblok. Prgven blev inkuberet ved denne temperatur i
10 minutter og derpad afkglet til stuetemperatur i et isbad
for at udfazlde SDS. Tmmunobestemmelser pa stamfortyndinger
pé 1:1, 1:2, 1:4, 1:8 og 1:16 blev s& udfgrt uden fjernelse
af den udfaldede detergent. En kontrol blev ogsé fremstillet
ved samme fremgangsmade, med undtagelse af at tilsztningen af
kaliumchlorid blev udeladt. Resultaterne i nedenstaende tabel
viser, at der kan fas en positiv indikation af Chlamydia ved
meget hejere fortyndinger under anvendelse af fremgangsmaden
ifelge opfinde]sen, nar man sammenligner med en kontrol, der
ikke anvender det udfzldende middel. Dette viser en betydelig

gevinst i fglsomhed.

Den bedste metode 0g de foretrukne udferelsesformer er blevet

beskrevet i det foregaende.

TABEL
T emesmmter X .

Chlamydia X | Behandlet som Ubehandlet
stamoplgsning ifplge eksempel (kontrol)

1:16 0,53 0

1:8 0,94 0

1:4 1,31 0,11

1:2 1,65 0,27
Ufortyndet 1,81 0,45

_—-——_—_—_.———_-——_-—_———__.._———————_—.————_————_..._.—_—.-—-—-—-————--———-——-—

b Ren, 5 % lO7 elementarlegemer/ml i 0,02 M natriumphosphat—st¢dpude.
2) Udtrykt som s/N-forhold af optisk tzthed af absorbans ved 450 rm.
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Patentkrauv.

1. Fremgangsmade t4i1 fremstilling af mikrobielle proteiner,
som er opnaet ud fra Chamydia trachomatis, til immunobestem-

melse, K endetegnet ved, at man

blander en prove af et mikrobielt protein, som er opnaet ud
fra Chamydia trachomatis, med en vandig oplesning af en prote-
inoplosende mangde af en ionisk detergent, som har en alkali-
eller jordalkalimetalion son kation, ti1 daﬁne]se af en prove-

oplesning,

inkuberer proveoplesningen ved en forhgjet temperatur i til-
straekkelig tid ti1 oplesning af proteinet, og

afkeler preveoplesningen i narvarelse af en forbindelse, der
har en alkali- eller jordalkalimetalion som kation, hvilken
forbindelse fungerer som temperaturafhangig udfazldende forbin-
delse og saledes bringer detergenten til udfaldning af oples-
ningen ved stuetemperatur eller lidt derover, men ikke pavir-
ker detergentens opleselighed ved forhogjede temperaturer,
hvorhos forbindelsens kation er en anden end detergentens kat-

ion.

2. Fremgangsmadde ifolge krav 1, ke n d e tegnet ved,
at detergenten findes i preveopligsningen i en koncentration pa
ca. 0,01 - 2,0% (vagt/vol).

3. Fremgangsmade ifelige krav 2, ke n d e tegnet ved,
at den udfeldende forbindelse findes i oplesningen i en kon-

centration pa ca. 0,01 - 0,2 mol/1.

4, Fremgangsmade ifelge krav 3, kendetegnet ved,
at den udfazlidende forbindelse indeholder en kation, som er en

natrium-, kalium-, calcium-, barium- eller magnesiumion,
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5. Fremgangsmade ifelge krav 4, k ende t egne t ved,
at preveoplesninen inkuberes ved en temperatur pa ca. 60°C -

120°C i ca. 5 - 30 minutter.

6. Fremgangsmade ifelge krav 5, k ende tegnet ved,
at detergenten findes i preveoplesningen i en koncentration pé
ca. 0,01 - 1,0% (vagt/vol).

7. Fremgangsmade ifelge krav 6, k ende tegnet ved,
at forbindelsen findes i en oplesning i en koncentration pa

ca. 0,01 - 1,0 mol/1.

8. Fremgangsmade ifelge krav 7, k ende tegne t ved,
at oplesningen indeholder en puffer til at holde oplesningens

pH-vardi pa ca. 6,5 - 8,0.

9. Fremgangsmade ifelge krav 8, k ende tegne t ved,

at detergenten er et dodecylsulfat.

10. Fremgangsmade ifglige krav 9, k e n detegnet ved,
at den udfzldende forbindelse er et vandopleseligt salt.

11. Fremgangsmade ifslge krav 10, k e nde t egne t ved,
at detergenten er natriumdodecylsulfat, og at den udfazldende
forbindelse indeholder en kation, som er en kalium-, calcium-

eller bariumion.

12. Fremgangsmade ifelge krav 11, k e n detegnet ved,

at oplssningen inkuberes ved en temperatur pa ca. 100°C i ca.

10 minutter.

13. Fremgangsmadde ifelge krav 12, k e nd e t egne t ved,
at den udfaldende forbindelse er kaliumchlorid og findes i op-

lesningen i en koncentration pa ca. 0,05 - 1,0 mol/1.

14. Fremgangsmade ifelge krav 13, Kende tegne t ved,
at detergenten findes i en koncentration pa ca. 0,05 - 0,1%

(vegt/vol).



10

15

20

25

30

35

DK 164884 B

12

15. Fremgangsmade ifeolge krav 10, kendetegnet ved,
at detergenten er lithiumdodecylsuifat.!

16. Fremgangsméade ifelge krav 15, Kk e nd e t e gnet ved,
at opliesningen inkuberes ved en temperatur p& ca. 100°C i ca.
10 minutter.

17. Fremgangsmade ifelge krav 15, k ende tegnet ved,
at den udfaldende forbindelse er kaliumchlorid og findes i

preveoplesningen i en koncentration pa ca. 0,05 - 1 mol/1.

18. Fremgangsmade ifelge krav 17, k e nde t e gnet ved,
at detergenten findes i en koncentration pa ca. 0,05 - 0,1%
{vagt/vol),

18. Fremgangsmade ifelge krav 14, k ende t e gnet ved,
at preveoplesningen undersgges ved hje2lp af radioimmunbestem-
melse.

20. Fremgangsmade ifolge krav 18, k e nde t e gnet ved,

at oplgsningen underssges ved hj2lp af radioimmunbestemmelse.

21. Fremgangsméade ifelge krav 19, k ende t e g net ved,
at den udfaldende forbindelse szttes til presveoplesningen for

opvarmnhingen.

22. Fremgangsmade ifelge krav 19, k e nde t e gnet ved,
at den udfazldende forbindelse sattes til proveoplesningen ef-
ter inkubationen.

23. Fremgangsmade ifelge krav 20, k ende t e gnet ved,
at den udfaldende forbindelse szttes til preveoplesningen fer
opvarmningen.

24. Fremgangsmade ifelge krav 20, k ende t e gnet ved,
at den udfaldende forbindelse sattes til preoveoplissningen ef-
ter inkubationen.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

