The present i nventi on concerns a nmethod of detecting antigens or antibodies
using carrier-bound antibodies as well as inert particles, such as

pol yacryl am de gel particles. BP0305337®Y ri er - bound anti gens and anti bodi es
are routinely utilized for a nultitude of analytical determ nations. In
this gonnection, a distinction is generally made between two principles: a)
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Zucker wieder dtssozuert werden.
35 Ferner ist aus der EP-A-0 194 212 bekannt, dass belm Antigentest Erythrozyten, die in einer separaten
' Reaktion mit Antikbrpern beladen werden, sich mit einem zweiten Antikdrper in einem Gsl von freien
" Erythrozyten durch Zentrifugation separieren lassen. Ueberraschenderweise wurde gefunden, dass eln
zweiter AntikSrper nicht notwendig ist, wenn die Grdsse der Gelpartikel zwischen der GrSsse der
Erythrozyten und der Erythrozytenaggrogate liegt und der erste Antikbper dem Gel zugemischt wird. Die
40 Aggregate bilden sich hierbei beim Durchgang durch das Gel und werden durch die im Vergleich kleineren
Gelpartikel nach oben gedriickt. Bei schwachen Antigenen oder Antikbrpern gelingt der Test nur, wenn ihre
Reaktionsféhigkeit verstéirkt wird, sei es durch Freilegung verdeckier Antigene durch Enzyme, Verminde-
rung der lonenstérke im Puffer oder der negativen Ladung auf den Erythrozyten durch Kationen.
Bei &usserst schwachen Antigenen oder Antik&rpern ist es ausserdem erforderlich, dass die Schwer-
45 kraft genau auf den Boden aller Reaktionsgefisse wirkt, damit eine Entscheldung positiv oder negativ
erfolgen kann.
Bei den bisher Ublichen Zentrifugen ist dies nicht der Fall, diese kdnnen deOCh durch Aenderung der
Halterung leicht umgerlistet werden.
Aufgabe der vorliegendsn Erfindung ist es, ein Nachweisverfahren flir Antikbrpsr oder. Antigene zur
50 Verflgung zu stellen, welches einfacher ist, als die bisher bekannten Verfahren, frei von deren Nachteilen
ist und eine einfache und zuverléissige Ablesung erlaubt.
Es wurde gefunden, dass die obige Aufgabe durch die in der Kennzeichnung des Patentanspruchs 1
definierten Merkmale geldst werden kann.
Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist demzufolge das im Patentanspruch 1 definierte Verfahven
55 und die in den Anspriichen 16 bis 22 definierte Ausrlistung zur Durchflihrung des Verfahrens.
Die chemische Zusammensetzung der inerten Partikel, welche im Verfahren verwendet werden, ist nicht
kritisch. Mit dem Merkmal inert kommt zur Geltung, dass-die Partikel keine unspezifischen Reaktionen mit
"~ den Antigenen bzw. Antik6rpern eingshen diirfen. Vorzugsweise werden solche inerte pordse Partikel
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aggl utinate can be dissociated again by adding a solution of citrate and
sugar. 15 It is known noreover from European Published Applica- tion
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en z§v die Karten mit den
Behiiltern spezielle passende Zentrifugenkdpfe verwendet werden, dle so konstruiert sind, dass die
a5 Schwerkraft genau senkrecht auf alle B&den der Reaktionsgefésse einwirkt. Ein vorteilhafter Zentrifugenkopf
ermdglicht die gleichzeitige Zentrifugation von mindestens 12 Karten mit beispielsweise 6 Reaktuonsgefﬁs-
_ sen. In diesem Fall k&nnen parallel 72 Tests durchgeflihrt werden.
o Obwohl die Sedimentation durch Stehenlassen und Ausnutzen der Gravitationskréfte verursacht werden
kann, wird vorteilhafterweise das Zentrifugenverfahren verwendet, da schon nach kurzer Zeit die gewlinsch-
40 te Sedimentation bewirkt werden kann. Die optimalen Bedingungen (Zentrifugationszeit und g-Zahl) miissen
fir jedes Analysesystem ermitielt werden, da das spezifische Gewicht, die Gr8sse, die Form, die
Verformbarkeit und Stabilitéit des tréigergebundenen Antigen-Antikrper-Komplexes, der nicht komplexierten,
. trigergebundenen Antikbrper bzw. Antigene und der inerten Partikel einen schwer zu berechnenden
Einfluss besitzen. '

45 Anhand der Figuren werden gewisse Aspekte der Erfindung ndher erlfiutert. Es zeigen:
Fig. 1 die bei positiver, schwach positiver und negativer Reaktion aufiretenden Muster,
Fig. 2 eine Vorder- und eine Seitenansicht sines typischen Mlkrordhrchens, wie es goeignet

ist fir die Aufbringung auf eine Karte,
Fig. 3aund 3b  eine Seiten- und Vorderansicht einer Karte mit 6 R&hrchen gemiss F|g 2,
50 Fig. 4 in schematischer Weise die Testdurchfiihrung und
Flg.5,6 + 7 Testkarten flr typische klinische Tests, welche routineméssig durchgeﬂ]hrt werden.
Theoretisch kann das erfindungsgemisse Verfahren verwendet werden, um eine Testfllissigkeit nach
einem Antigen bzw. Antikrper zu testen, welches spezifisch zu einem bekannten Antigen oder AntikGrper
ist. Entweder ist das bekannte Antigen bzw. AntikGrper oder der unbekannte Antik&rper bzw. Antigen an
55 einen Tréger, z.B. an einen Erythrozyten gebunden. Das Nachweisverfahren beruht auf der Erkenntnis, dass
trigergebundens Antigene bzw. Antikdrper und tréigergebundene Antigen-Antikdrper-Komplexe andere
Zentrifugationseigenschaften aufweisen. Wird ein Antigen-AntikSrper-Komplex, welcher an einem Tréger ist,
zusammen mit einem suspendierten, inerten Trigermaterial zentrifugiert, so 'liegt der trigergebundene
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enters into consideration. .The particle size is preferably from 10-200 um
Those skilled in the art can deternmine by neans of sinple prelimnary tests
whet her the particles are usaBP@36838Biertai n nmet hod of determ na- 30
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e
chemisch-synthetisch nicht herstellbaren Substanze rP die nur m begrenzte engen zur ung stehen,
z.B. k8nnen mit 1 ml des Rhesus-AntiktSrpers-C mit einem konventionellen Verfahren 20 Antlgen-Bestlm-
\J mungen durchgefiihrt werden, wihrend mit der beschrisbenen Menge 1000 Bestimmungen méglich sind.
Bei entsprechender Vorbereitung des Testsystems ist die Ausflihrung der Bestimmungen so einfach und
35 die Resultate sind so eindeutig ablesbar, dass der Test auch von medizinischen Hilfspersonen durchgefihrt
werden kann. -
) Da keine Spezial-Laboratorien erforderlich sind, kann die Zeitspanne zwischen Diagnose und Therapie-
\_/ beginn wesentlich verkiirzt werden.
Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung besteht in der Testausrlistung zur Durchfuhrung des
40 orfindungsgemiissen Verfahrens, wie sie im Patontanspruch 16 definiert ist.
Die Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele ndher erl4utert.

Belsplele

45 Blutgruppen-Antigen (ABO-SyStem)

1. Beispiel: A-Antigen

a) Vorbereitung der Suspension aus inerten Partikeln

50
5 ml Sephacryl, $200 Gel (Pharmacia) werden zweimal mit physiologischer Kochsalzidsung gewaschen.
Nach Zentrifugation (5 Min., 1250 g) wird der Ueberstand verworfen und das Sediment mit isotonischem
imidazolpuffer (0,014 molA Imidazol 0,85 % NaCl) pH 7,6 auf 4,5 ml aufgefulit. :

55 b) Antikﬁrperzugabe

Zu 4,5 ml obiger Suspension werden 0,5 ml Anti-A zugegeben. Die Suspension wird 'gut gemischt und
ist in dieser Form gebrauchsfertig. )



5 Since the invented nethod preferably includes a centrifug- ing step,
speci al, suitable centrifuge heads nust be used for the tubes or the cards
with the containers. Wth one HRAMBIFRE centrifuge head, at |east 12
cards’ having, 5 for exanpl e, six reaction vessels can be centrifuged
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%‘Fégg etically, the net hod accordl ngra;,g.eqhe present 35 invent | on can be used
to test a sanple of liquid for an 6 antigen or an antibody which is
specific to a Hooty—or—afi 3\,1 rcspcc* rety—~E-her t he known

antigen or nafiHKPPe r‘i‘ﬁé/l\lﬁ‘fkﬁom 2B ®r ardti gen, nB8t|be bound to a
carrier, e.g. Taﬂ er yt hpaiy (Fey. 1a)hE séhwaeidogsl (5. wpt e:etgatior(ﬁg Sc)based upon the

reals zation t| TarTT er-pourd—antT gens and—ant T budres—tavedi f f er ent
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der Zentrifugationszeit und g-Zah! zu. Die Herkunft der Antik&rper, ob human, tlensch oder pflanzlich, ob

polykional oder monoklonal, ist unwesentlich, vorausgesetzt d|e Vanatlonen verdndern nicht das Reaktlons-

bild (Fig. 1).

30

o II. Blutgruppen Rh-System (D, Du, G, E, ¢, e, Cw)

% 2. Beispiel: E-Antigen 1

¢ Die Vorbereitung der Reaktionsgeféisse (Schntte a - ¢) ist wie im 1. Beispiel. Anstelle des Anti-A wird
s z.B. Anti-E verwendet.

d) Testausfllhrung

Der Schritt d) in Beispiel 1 wird so ge#indert, dass anstelle des Imidazolpuffers sine EnzymlSsung

. (DiaBrom, DiaMed AG) verwendet wird. Es ist bekannt, dass dadurch verdeckte Rhesusantigene freigelegt

.werden kénnen, 50 wl Blut werden in 0,5 ml EnzymiBsung suspendiert. Nach ca. 5 Min. werden 20 ul

dieser Suspension in das nach Beispiel 1, Schritt a) - ¢), priparierte Reaktionsgefiss gegeben und 10 Min.
bei 100 g zentrifugiert.

8) Auswertung

80
Enthiit die Blutprobe das Antigen E, so liegt der Antigen-Antikérper-Komplex auf den merten Partikein
(Tabelle 2). Ist das Antigen E nicht vorhanden, so sammeln sich die Erythrozyten unter den inerten

Partikeln.
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inert particles. |[If no reaction has taken place, only a free,
carrier-bound antigen or antibody is in the test tube with the inert,
suspended material. After cefr ?M&‘ this antigen or antibody is
situated beneath 15 the layer or inert particles. In this way, the positive
or negative antibody reaction can % gly be read visually. It is al so
possible to automate this reaction. akly positive reactions may also
occur, in which casgt-hercartier-boundantigen—ahtibody conplex is situated
20 within the | ayer |of i 1e’?‘f\"ﬁ§9n‘t°r’@'l‘0@§ Rﬁﬂwet‘é'?"ﬁsﬂ‘ld positive reaction is

shawn in Fig. la. | tdoe rea&stﬁl,@qib,h@ orlyné@w«ky 1|ap5|t|ve l.e., if only a

f eW ant i gen ant i body con p-exes—at c f ot l:u, tHre—ant-t y can be det ect ed in
e upp f t h ert o hf & Bor %g ass nq 1b).
OE‘n i er nzéafun ;y: "klini h eFw%:h annél chhElgs E&S’ Fﬁﬂ: tjég't d?w

car , 1ree an |bo RS eposi beneath

themnergt partlcles after centrlfugl ng. ThIS Is shown in Fig. 1c. 30
As al j9adsrp&t i oned, al though various types of reaction vessels nay be
used, one such as is depicted in Fig. 2 is preferred. A side viewis shown
on thg HeRpibi; Sehitthegenpfopdit Vi ew on the right. This small tube is covered,
thus making 1t possibre for certain industrially 35 manufactured reagents
o 'be soppVirebitdigr et Rogitionagditses (Somitth a) - c)7istivee tm Beldpinl 1,THve wirdddr Anthtbeper S
swta&nlrﬂnhtdazomhﬂermsag to a card, which may hold several tubes, e.g., as
shown in Fig. 3, where there are six small test tubes. Fig. 3a is a side
view dfTestechitaingcard, while Fig. 3b is a front view 5 By means of this

arpgngenent, a direct conparison of parallel tests is nade possible. The
test cad fedespR PR ARtkGRPY Gﬁ@'fﬂ%(yg’efdﬂbr“"éﬂea de E’%‘H’ﬁﬂ‘l“’"t @56‘?“%‘9" be

gl ued”l"@"ﬁ" o100 Zr?a 'f'ibr“r’i'ij ﬁ‘ﬁsﬁ Vigz E%TP kpnnton, LISFLOSYBG, ner  of
bl i st %g\ '}38 | W dée' nisey Egg%a\"%rse eﬁ%fﬁdueﬁ'ﬁ'? PHBY eor .
ant g F it oo S0l A Sipre us&n;.bn gk vl o G Bl o
q“a’“ *s& Hsh 60 ul aQr oifs -s& ds“ .{1 Hm’sé?s ioffy 3
m Ldidh Test kits rran ure y ar e eaS|Iy

handl e aoa’éwg{g rrg rf) sed in an aut omat | c anaI ysis method. In this case,
the pppRkwdridsy of speci mens, identification, automatic reading, evaluation,
print-ouots—ett., isS control I ed by neans 'of electric < sic. electronic>
dat™a- preaessss ﬁgaekaanté afob&ﬁm-ﬁaduamaageadh&h&hawoﬂésyz i 3/ négat (rabdfib 3)speci mens
are necessary. For instance, with 10-50 ul of blood, all clinically
rel evant anti gens can be det ected Tebtile 3snal | anounts of reagents.

cro- batches are

35 A-Zellen ' B-Zeflon 0-Zellen

q

Test | positiv (Fig. 1a) | negativ (Fig. 1c) | riegativ (Fig. 1c)

) Enthélt die Probe Anti-B, so ist das 2. Réhrchen positiv und das 1. und 2. negativ. Ist das Réhrchen 3

40 positiv und 1 und 2 positiv oder negativ, so enthilt die Probe Antikbrper, die nicht Anti-A oder Anti-B sind,

sondern gegen andere Antigene, die auf den O-Zellen liegen, gerichtet sind. In diesem Falle sind weitere
Abklérungen erforderlich.

4. Beispiel: AntikSrper-Suchtest (Coombs-Test)

Die Vorbereitungen der Reaktionsgefdsse sind wie in den Beispielen 1 - 3. Nur wird der Suspension aus
inerten Partikein Coombs-Serum (Diamed AG) zugesstzt. Das Coombs-Serum besteht bekanntermassen
aus Anti-human-igG und Anti-Komplement C3 (C3b + C3d), wie auch Anti-igM und Anti-IgA und dient zur
Erfassung und Identifizierung von Antik&rpsern im Patientenserum, die gegen Erythrozyten-Antigene gerich-
50 tet sind. Zweckmissigerweise wird erst ein Antikdrper-Suchtest durchgeflhit, bei dem O-Erythrozyten mit
bekanntem Antigenmuster flir klinisch relevante Antikdrper verwendet werden. Bei positivem Ausfall des
Suchtests erfolgt eine Identifikation mit sinem Zellpanel.

Testdurchfihrung

86
In ein oder mehrere identische mit Coombs-Serum-Suspension gefiillte Reaktionsgefisse werden 50 ul
Patientenserum oder Plasma in die Ausbuchtung oder den Trichter des Reaktionsgefisses geflillt. Dazu
werden 100 ul der 0-Zellen-Suspension (50 1] Blut in 2,0 ml LISS) gegeben. Die Mischung wird 10-20 Min.
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particularly inportant in the case of substances which cannot be prepared
synthetically and are available only in 25 |limted quantities; e.g.,
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8. Beispiel: Rheumatest

a) Préparation der Erythrozyten

5 ml Ziegenblut in 0,011 mol Citratpuffer pH 6 werden dreimal mit physiologischer- Kochsalzldsung
gewaschen. Das Sediment wird mit 5 ml physiologischer Kochsalzibsung suspendiert, mit 0.5 mi 30 %
Glutaraldehydisung (Merck) versetzt und 24 Std. bei Raumtemperatur unter Rilhren reagieren gelassen.
Das Sediment wird dreimal mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen und mit 0,5 mi Kaninchen-igG
{10 mg/ml) versetzt und 24 Std. bei Raumtemperatur unter Rlihren inkubliert. Nach dreimaligem Waschem
mit physiologischer Kochsalzlisung wird eine ca. 40 % Suspension der beladenen Erythrozyten in
Imidazolpuffer hergestelit. :

Testdurchfihrung

Die Reaktionsgefiisse werden wie in Beispiel 3 vorbersitet. Mit Imidazolpuffer wird eine ca. 4 %-ige
Erythrozyten-Suspension hergestellt. In die Ausbuchtung des ReaktionsrShrchens werden wie in Beispiel 4
50 wl Patientenserum gefiiilt. Dazu werden 20 wl der 4 %-igen Eryhtrozyten-Suspension gegeben. Nach ca.
10 Min. Inkubation bei Raumtemperatur wird wie Ublich zentrifugiert. Enthiit das Serum Rheumafaktoren, so
zeigt sich das Reaktionsmuster wie in Fig. 1a oder b. Will man den Titer ermitteln, so wird der Test mit
entsprechend verdiinntem Serum (0,9 % NaCl) wiederholt.

Natlirlich ist der beschriebene Test nicht auf die Rheumafaktoren beschrénkt, z.B. liessen sich nach
Kopplung von HBsAg-Antikbrpern Hepatitis-Antigene nachweisen. Durch Kopplung von abgetdteten HIV-
Viren oder deren synthetisch hergestelite Hilliproteine an die Erythrozyten lassen sich ebenfalis einfach
HIV-AntikBrper nachweisen. .

Anhand dieser Beispiele ist unmittelbar einleuchtend, dass nach dem gleichen Verfahren auch andere
Proteine, Viren oder Bakterien oder deren Antikdrper leicht bestimmt werden kdnnen.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Nachweis von Antik&rpern bzw. Antigenen durch optische Sichtbarmachung von
tréigergebundenen Komplexen von Antigenen mit AntikSrpern in wisserigem Medium in einem Reak-
tionsgefass, worin eine L&sung, weiche AntikSrper bzw. Antigene enthdlt, mit trdgergebundenen
Antigenen bzw. AntikSrpern in Kontakt gebracht wird, wobei vor diesem Schrift eine Aufschiimmung
oder Suspension von inerten Partikeln in das Reaktionsgefiss gegeben wird, und anschliessend die
Mischung zur Sedimentation der Gravitation ausgésetzt wird, wobei bei der Bildung eines Antigen-

«0 ulreof an -approximately 4% erythrocyte suspension of the unknown bl ood
“SPeci men in isotonic imdazol buffer, pH 7.0 (one part blood to nine parts



If the tested blood belongs to blood sanple <sic. group> A ([err] or
[err]), the antigen-antibody co%ex lies on top of the inert particles
(Fig. la). If it belongs to 5t B W7BLubgr oups A3 or Ax, the conplex is
distributed among the inert particles (Fig. 1b). If the blood belongs to
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by neans sritgrdppehbestimimung Bibelisr&arke adm ts of a nultitude of variations of
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centw i 5.RpEpibloBIutgivpms, A, BBk (CRBea) HelbepatiefKogtrolldini®. ori gi n of the anti bodi es,
whet her human, aninal, or vegetable, whether polyclonal or nonoclonal, is
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Evaluation If the blood specinen contains antigen E, the antigen-anti body

conpl es. BeRpSRBIMAeA Of the inert particles (Table 2). |If antigen E is not
prezenf, the erythrocytes collect under the inert particles. 15 Table 2 E
ant i gen) hipediort der Erythrozytén ant i gen absent Test postive (Fig. |a)

negative (fig. lc) _—
5 ml Ziegenbiut in 0,011 mol Citratpuffer pH 6 werden dreimal mit physiologischer- Kochsalzldsung
gewaschen. Das Sediment wird mit 5 ml physiologischer Kochsalzl8sung suspendiert, mit 0,5 ml 30 %
20 Glutaraldehyditsung (Merck) versetzt und 24 Std. bei Raumtemperatur unter Riihren reagieren gelassen.
Das Sediment wird dreimal mit physiologischer Kochsalzidsung gewaschen und mit 0,5 ml Kaninchen-igG
(10 mg/mi) versetzt und 24 Std. bei Raumtemperatur unter Rlihren inkublert. Nach dreimaligem Waschem
L/ mit physiologischer Kochsalzlbsung wird eine ca. 40 % Suspension der beladenen Erythrozyten in
Imidazolpuffer hergestellt.
36 ' Y
Testdurchflihrung E

\__‘/ Die Reaktionsgefisse werden wie in Beispiel 3 vorbereitet. Mit Imidazolpuffer wird eine ca. 4 %-ige
) Erythrozyten-Suspension hergestelit. In die Ausbuchtung des Reaktionsrdhrchens werden wie in Beispiel 4
40 50 ul Patientenserum geflllt. Dazu werden 20 L.l der 4 %-igen Eryhirozyten-Suspension gegeben. Nach ca.
10 Min. Inkubation bei Raumtemperatur wird wie {iblich zentrifugiert. Enthélt das Serum Rheumafaktoren, so
zeigt sich das Reaktionsmuster wie in Fig. 1a oder b. Will man den Titer ermitteln, so wird der Test mit
entsprechend verdlinntem Serum (0,9 % NaCl) wiederholt. :
. Naturlich ist der beschriebene Test nicht auf die Rheumafaktoren beschrénkt, z.B. liessen sich nach
45 - Kopplung von HBsAg-AntikSrpern Hepatitis-Antigene nachweisen. Durch Kopplung von abgetSteten HIV-
Viren oder deren synthetisch hergestellite Hillproteine an die Erythrozyten lassen sich ebenfalls einfach
HIV-AntikSrper nachweisen. :
Anhand dieser Beispiele ist unmittelbar einleuchiend, dass nach dem gleichen Verfahren auch andere
Proteine, Viren oder Bakterisn oder deren Antik8rper leicht bestimmt werden kdnnen.
50
Patentanspriiche

1. Verfahren zum Nachweis von AntikSrpern bzw. Antigenen durch optische Sichtbarmachung von
trigergebundenen Komplexen von Antigenen mit Antikérpern in wisserigem Medium in sinem Reak-

65 tionsgefiss, worin eine L8sung, welche Antikdrper bzw. Antigene enthilt, mit trigergebundenen
Antigenen bzw. AntikSrpern in Kontakt gebracht wird, wobei vor diesem Schritt eine Aufschldmmung

oder Suspension von inerten Partikeln in das Reaktionsgefiss gegeben wird, und anschliessend die
Mischung zur Sedimentation der Gravitation ausgésetzt wird, wobei bei der Bildung eines Antigen-
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20 The other Rh antigens can be determ ned conpl etely anal ogously by neans
of the appropriate antisera. The clinically inportant D-variant Du can be
differentiated by varying t hecERGPOEIBFBAi on of anti-D. 25 I1. <sic> 111>
Ant i bodi es Exarrpl e 3: Rever se Serum Test 30 Pr epar ation of the reaction
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serum or plasnma of the unknown bl ood speci nen are pI aced in each of three
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LI SS i Swaeléndad Antigéh ddecddr Whkbrber gbBihdeH istDéind MutlirlBhe: Fdrbung WGRER Dtienaridertt ube 2,
and 100l of the O -cell suspension to tube 3. As in Exanples 1 and 2, t he
sugpensi ons are centrifuged for 10 mn. at 100 g. 15 e) Evaluation If the
unknd@an Vefaben mach Ansprachi 2) sladwohi gekennzeichvet, Hasssdep dgigéri farb-, radiob digorészenz cde

negat i venzymabrkiert 8. Table 3 20 A cells ' B cells 0 cells Test
pOS|t|ve negative negative ( a) Fig._ 1lc)

( Fi g.4 1¥grfahmen tngeh § Bhre2node §t &?‘H@h aﬁ%?mﬂich?%b@s? dP's“ﬁ@Pélat“F \REvthrozgtep,  hes 1
U)H 2 <s?%°thSB°‘??é'gr %yte'l Posteltfoe 3 is positive, and tubes 1 and 2 positive

t ti bodi t
ant i %mﬁﬁ ﬁf ‘g et e MG FrBa o BT Boain 1
eyent rpfc'he(? W'Ba? cessary 30 Exarrpl e 4. Antibody Screening

Proc t | as in
A o LarpheR SAER Qo by R PSRRI beb g b ARG AEPEGHAn'E 20
i nerty, p@ér?ahﬁh REchSARREH IAREDruchS 1 Ibs 3)Bhdurch gekennzeichnet, dass der Tréiger an welchen

das Antigen oder der Antikbrper gebunden ist, aus Latex oder polymerisierter Agarose besteht.

25 8. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die inerten Partiliel poréise
Polyacrylamidgel-Kligelchen, Klgelchen aus vernetztem Dextran oder Kieselgel-Kligelchen mit ainer
Korngr8sse von 10 bis 200 um sind

9. Verfahren nach einem der Anspriche 1-8 dadurch gekennzeichnet, dass die Probemischung der
30 Gravitation ausgesetzt wird, indem sie einer Zentrifugation unterworfen wird.

) 10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass flir die Zentrifugation sin Zentrifugenkopf
W, verwendet wird, welcher bewirkt, dass die Schwerkraft genau auf den Boden des Reaktionsgefisses
wirkt.

11. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-8 dadurch ‘gekennzeichnet, dass es in einem |soton|schen
Puffer bei einem pH-Wert von 4 bis 8 durchgeflhrt wird.

12. Verfahren nach Anspruch 11 dadurch gekennzeichnet, dass die Reaktion in einem Puffar niedriger
40 lonenstéirke durchgeflihrt wird.

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-12, dadurch gekennzeichnet, dass es zur Bestimmung der
Blutgruppen dient. -

45 14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-12 dadurch gekennzeichnet, dass die 'trﬁgergebtjndenen
Antikbrper gegen Proteine, Viren, Bakterien oder Hiillproteine gerichtet sind. '

18. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die trdgergebunden Antigéne Bestandieile
von Kdrperflilssigkeiten, z,B. Blut, Serum oder Plasmabestandteile sind.

16. Testausrlistung zum Nachweis von Antigenen oder Antik&rpern nach dem Verfahren nach einem der
Anspriiche 1-15, dadurch gekennzeichnet, dass sie zumindest ein Mikroreaktionsgefdss geméss Fig. 2
oder 3, inerte Partikel und pro Reaktionsgeféss einen trigergebundenen AntikSper oder Antigen
enthilt. . _

55

17. Testausrlistung zum Nachweis von trdgergebundenen Antigenen oder Antikdrpern nach dem Verfahren
nach einem der Anspriiche 1-15, dadurch gekennzeichnet, dass zumindest ein Mikroreaktionsgefiss
gemdéiss Fig. 2 oder 3, inerte Partikel und pro Reaktionsgefédss einen Antik&per oder Antigen enthéit.

-
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above. e cards are S
Ant i gmmgr Anti bodi es Not Bel onging to Bl ood- G oup Systens The reactions
in Examples 1 - 5, in which the antigen 10 is bound to the erythrocytes by
i t'S nat uAametid@riohibe apBLior df hiftibbdicacanaBi rligens LY opbdally MKk asilY cltididbug t he
r esgpect i sntiganntdnipaesewithoantiiaidies ¢re &t adueoiisi matibreinyd Feactioly ivesselDWheddirh @ rsolpwoiht | Cl es
by knowncantaining chetibodiBs érxantigEing istGhroughteiotarabact]! wita cdrider-bdued tantigpnsRir aapitbiodied, an  of
eryt hr ocyurgsor a suspension of inert particles being added to the reaction vessel prior to this step, and the

mixture subsequently being exposed to sedimentation of the gravutatuon, wherein if an antigen-antibody

complex is formed, in a strongly positive reaction it lies on the sediment of the inert particles and in a

30 weakly positive reaction it is present within the inert particles, and in ‘the absence of an antigen-
antibody complex, ie. in a negative reaction it lies beneath the sedimented inert particles, characterized
in that the entire method is carried out in a single micro reaction vesse! according to Fig. 2 or 3.

(% 2. The method of claim 1, characterized in that for optical detection the carrier to which the antugen or the
35 antibody is bound is naturally coloured or tagged. _

3. The method of claim 2, characterized in that the carrier is tagged by colour, isotope, fluorescence or
\, enzyme.

4 4. The method of claim 2 or 3, characterized in that the carrier consists of erythrocytes, leukocytes, or
platelets.

5. The method of claim 4, characterized in that the carrier is pretreated with proteolytic enzyme to .
intensify the reaction.

45 4
6. The method of claim 5, characterized in that the enzyme is papain, ficin or bromelin, .
7. The method of one of claims 1 to 3, characterized in that the carrier to which the antigen or antibody is
bound, is made of latex or polymerized agarose.
§0
8. The method of one of claims 1 to 7, characterized in that the inert particles are .globules of porous
polyacrylamide gel, of cross-linked dextran, or of silica gel with a particle size of 10 to 200 um.
9. The method of one of claims 1-8, characterized in that the sample mixture is exposed to gravitation by
55 subjecting it to centrifugation.

10. The method of claim 9, characterized in that a centrifuge head causing the force of gravity to take
effect precisely on the bottom of the reaction vessel. is used for the centrifugation.
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S m of goat's blood in 0.011 nol citrate buffer, pH 6, is washed three
times in saline solution. The sedinent 20 is suspended with 5 mM of saline
solution, mixed with 0.5 nl oEP8PSFBUBAr al dehyde sol ution (Merck), and
allowed to react for 24 hrs. at roomterrrperature with stlrrlng The

sedi ngn ed three t m xed

rabb{qﬁ trh %S '7°rﬁf CE'masde g'%rac tf’ gq 'szcﬁ?"légo'ﬁ irgan| °t°r'r''c')’da\rlf\i!f ' ffp%krﬁ‘g? ure with
stirri ng After vvashl ng three ti rres in saline solution, an approxi mately
40% SMSWEBQSH fo canlﬂeﬁl Qﬁa‘#&gn%yﬁ Hfa?%bét rg§:t|6mls'd§frg@§9tl in b&"Mﬂ@nr of' I§w ri)c;nﬁ:par ed.
305 Test sxppedure The reaction vessels are prepared as I n Exanple An
apprOX| mately 4% erythrocyte suspension is prepared with im dazol buffer.
As i maExmsmbRodbs ofeCot bikim® fi-13,hata8tediBed ih aR it b BseB 3 fySBloddgraapsaced in the wel |
of the test tube, 14 and 20 ul of the 4% erythrocyte suspension is
addedia. Mh¢ ewthad olidneld ahims 112 chivadiériaed @t that lontdrianpand tantibediesc&a tdirectedgi Ng

t alees phgainet pustoloss viewses, bactetiher ceatpteineont ai ns rheunmat oi d factors, the
reaction pattern of Fig. la or b 5 appears. |If ascertation of the titre
i s del§i Teaimethed of; elain 11 chagaglerized dn (Rt e sarvigrroynd) antigans ACIMBPINEE P! Peryo s
NaCl ). #@s. pg bloody serwm prplasme sopRoneidtur se not linited to the rhematoid

fa%h%rgi 'fﬁ%r'f“bgd tgcetm% t| t| S nt,l g%g?s’r lcoul be det ect ed aff;er ﬁoupl [ Inlg
| tica
B oduce B RIRE W%fécg 5 ?f?e ‘errgquffégessmsc°§% A ST ko o

be easi Py LR E aged up ?'f'tn'g Ies it is inmred atel y appar ent

that R Egsst R B Rheding < f" G an9 onDItR a.es ac%rd@wte%:%ﬁ ofohe P BEiReL- can
eag | HELRIBAI R GnaD W chithinsSA HastTBRb MG resction dod2di Bk @ IFE5 2 br 3Andiet hod
for thepgi@;,égghdgﬁagﬁboasn&,lahﬁyahgé;r@eﬂ,ﬁ%ssant i gens by optically meki ng visible
carrier-bound antigen 5 conplexes with anti bodies in a aqueous nediumin a
I eac-18! RN tewteIsiSE | claim\he oL i 7 foR siritanbdusly caRyigabud ise\grahbts,Debeka@i&rized inandtitgens i s
br ought cénidricesceevidral eicro\feldtion agssdlcdcetrdindn & Fig) 2ior 30widSvessols daihg blaidly @Buped S| urry
or 2sa susmdineicamesdd. i nert particles being added to the reaction vessel prior
to this 10 step, and the m xture subsequently being exposed to sedi -

ment &9i dhe tobt litivé clgmalh, chardcierized ihibatdhenmicio reactionriessgle iqeecgigppsed padle! oaxtrisl ex i s

f or med, °‘F¢1°§'°’san3(ﬁ?§’ry positive reaction it lies on the sedinent of the

inert particles and in a
30 20. The test kit of claim 19, charactenzed in that it also comprises a centrifuge head desugned to accept

several cards, the cards used being pivotably disposed in planes which contain the axis of rotation of
the centrifuge as a common element, and when the centrifuge is operated, the cards are directed so
b- that the axes of the micro reaction vessels are brought to a right angle relative to the pivot axis of the
centrifuge so that the centrifugal force takes effect precisely on the bottom of the micro reaction
35 vessels.

. 21. The test kit of one of claims 16-20, characterized in that the components to be used for the test are
et separately packaged for insertion in the appropriate micro reaction vessel at the time of testing together
with the sample.
40

22. The test kit of one of claims 18-20, characterized in that the micro reaction vessels are closed by
means of lids, and contain components for carrying out the method.

Revendications
%

1. Procédé de détection des anticorps, resp. des antigénes par la mise en dvidence optique de
complexes liés & un support d'antigdnes avec des anticorps en milieu aqueux dans un récipient de
réaction, dans lequel on met en contact une solution contenant des anticorps, resp. des antigénes, avec
des antigénes, resp. des anticorps, liés A& un support, une bouillie ou urie suspension de particules

§0 inertes étant mise dans le récipient de réaction avant cette étape, ensuite de quoi on soumet le

mélange & sédimenter 3 la gravitation, ce par quoi lorsqu'un complexe d'antigénes-anticorps se forme,

_dans une réaction trés positive, il se trouve sur le sédiment des particules inertes, st en réaction

faiblement positive, il est présent & l'intérieur des particules inertes, et en I'absence de formation d'un

complexe antigénes-anticorps, c'est-3-dire dans une réaction négative, il se trouve sous les particules

55 inertes sédimentées, caractérisé en ce qu'on effectue I'ensemble du procédé dans un. seul micro-
récipient de réaction selon la figure 2 ou la figure 3.

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que pour la détection optique le support, auqusl
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weakly positive reaction it is present within the tnert 15 particles, and
I n the absence of an antigen-antibody com plex, i.e., in a negative
reaction it lies beneath the s&® ¥ Bhhert particles, characterized in
that the entlre method is carried out in a single mcro reaction vezsel
accorgdin . 20.2.. The nmethod of claim 1, characterized in
t hat iforq'aéﬁ' ?ca l?i’éfoé%sﬁ o"rtl§ 'ﬁgntgg?er(f(’g'P"r "St“‘?ﬁﬁ %'hes{%ﬂ%q“ htigen or the anti body
s bound pieRALdtnAb ! vefifilafdl £ bafibisisBUNCE g0 support ot mdR S LhBHicA! o' @1 M
2, char a%aﬁi@fﬁﬁ‘ﬁ-&&w idhesd ﬁé&%xm{‘.qubs tHgged By ol Ao B e
flugrescence or enzyne. 4. The nethod of claim2 or 3, characterl zed I n
that 38 tFeRédsselonas revendieitvh 2 difla RXAHdIREHOR B! FactshBURASYHuE To suBportdondisid &F S. S.
The net heids éfthedbyassted leutdtsiesol @dsititetbotylest hat the carrier is pretreated with
proteolytic enzyne to intensify 35 the reaction. * - C 'L - M S *
16 6. SheProvédénsatbnoth reveadicatidn, 4, cdamctéitst auni Gegliel pouit feaforcbrhia réatlighme suppoptagati N,
ficifm or piftreitbevequne Bnzyme protéplytiagie net hod of one of clains 1 to 3,
characterized in that the carrier to which the antigen or antibody is
bound, 8i Srasfdfeselon laj reondicalion S eargoideed encad aue Banaime esBla paRale.fisivhabrorhélione  of
clalms 1 to 7, characterlzed 10 in that the inert particles are gl obul es of
por ous?-pdIaFéas; ?Pgl% g’éf’d’“&‘?”sdr’bgsca'["F'ﬂ'kséc?"dFéﬂt’? (PUPRSFt ayquekientigdne gm with
pé‘rtlcl 8“§?’Qs eshé spEOPReSe gt lale pu ‘éaga‘leﬁ%p(f%‘féﬁf? of one of claims 1 - 8,

ose Vi t t | onby

\-:‘har ac er " S
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i.n that geea,'{tﬂ m‘ﬁ' ravt to ta ect
p\'ﬂé@d sel y on théj %ottom 01P e reactlon vessel |s used for the

cent r i §,Ugadci@ssloh Fune i3 rihdicaton9fi -8 BRactdris€ birbdBu'ch éx&&e @R@uﬁ@%@ﬁé& g§Ga i N
that it |gsavﬁaa6ﬁ¢.ﬁas@ukuanﬂamdeaﬁm@n¢rp buffer at a pH of 25 to 8. 12. _ The
met hqd of claim1l1l, characterized in that the reaction is carried out in a
buf f er 100fPrdcédé seduni la revendidatidinh, cafictérisé en cb3queTgvar REdehflgalibn ON@LIBS uhd &t 1 -
12, 2xhar zeitéfugersedayant gohabfel lud B fuse de toeavitdy il dxhatedbnysud U ®nd Hd récipieat et hod
of one ofréagfimi ns 1 - 12, characterized in that the carrier-bound anti bodies
are directed against 35 proteins, viruses, bacteria or coat proteins.
11. Procédé selon I'une des revendications 1-8, caractérisé en ce qu'on ['exécute dans un tampon
isotonique & un pH de 4 & 8.
30
12. Procédé selon la revendication 11, caractérisé en ce qu 'on conduit la réaction dans un tampon ayant
une force ionique plus basse.

o/ 13. Procédé selon I'une des revendications 1 12, caracténsé en co quil sert & déterminer les groupes
36 sangums

14. Procédé selon I'une des revendications 1-12, caractdrisé en ce que les anticorps liés au support sont
dirigés contre les protéines, les virus, les bactéries ou les protéines-enveloppss.

40 15. Procédé selon la revendication 11, caractérisé en ce que les antigdnes liés au support sont des
composants des liquides du corps, par exemple des composants du sang, du sérum et du plasma.

16. Nécessaire pour test de détection d'antigénes ou d'anticorps selon le procédé selon Il'une des

revendications 1-15, caractérisé en ce qu'il contient au moins un micro-récipient de réaction selon la

4“5 fig. 2 ou la fig. 3, des particules inertes et un anticorps ou un antigéne lié au support par récipient de
’ réaction.

17. Nécessaire pour test de détection d'antigdnes ou d'anticorps selon le procédé selon I'une des
revendications 1-15, caractérisé en ce qu'il contient au moins un micro-récipient de réaction selon la
50 fig. 2 ou Ia fig. 3, des parties inertes et un anticorps ou un antigéne par récipient de réaction.

18. Nécessaire pour test selon la revendication 16 ou la revendication 17 pour I'exécution simultanée de
plusieurs tests, caractérisé en ce qu'il comprend plusieurs micro-récipients de réaction selon la fig. 2
ou la fig. 3 qui sont clairement groupés et reliés les uns aux autres

19. Nécessaire pour test selon la revendication 18, caractérisé en ce que les micro-récipients de réaction
sont disposés en paralldle les uns & cbtés des autres sur une carte.
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17 15. The nethod of claim 11, characterized in that the carrier-bound
antigens are conponents of body fluids, e.g. blood, serumor plasm
conponents. 5 16. A test kit E‘%ﬂ%#@cﬂ ng antigens or antibodies according
to the method of one of clains 1 - charac- terized in that it contains

S;r ![:; ] ﬁgggr nr}oﬁrr § r e fi é%rgr!@%@ rise er:fizcargé(;gI pIusu urs c es, s%cPr:tPI(‘!"%%"‘5 qgt Yessel

17. At

L
E@,F' g & IERmaccor di ng
to unoeﬁ‘foré?; °° fselfgh reagsrt%; & tehtrhecﬂ'm ‘%re%g@'ﬂ@' ns at

! e@st Qﬂé‘s aas%@rol&.pr eﬁﬁ%' 5&!%‘3@% t &C&x@&’a WUrdiCpak Riphdri® I'ake Ab la3centr
parti cl ®sr quath 16136 canbiigh aglyse QkacB®MbhGile RRA ddsPérb-IéeiPioMS 86 Bhetiod: 8. he test kit
of claim16 or 17 for sinultaneously carrying out several tests,

char at.tMdcesséith dor todtablon fun6 68 redkddipdtiiBets 2520/ edrathérisd & & cileaestdoaﬂosmssel S
accor diuliiset pourilaytessoat erByallésadéparémmit @é taghre huvg ap mamet y:leg‘biﬁumbnl danast,iilst er con-
nect ed. solbft charpds aversiéchantiliomdiang leamicro-id8ipiecttrapram®eri zed in that 25 the mcro
reaction vessels are di sposed parallel next to each other on a card. 20.
The @& shécRgspirecrourcipsh iseieniyne dasaevandicatiang d¢|a 20, caiaeiérist en ca aug lesanigretésipionts

centri f@g@%ﬁ&"‘d@@?bmdﬁ@w&@@épt°°5@"%°@‘~/‘e? epmpesRplg gour {' péculien dsrrepdddd bei ng
pi vot ably di sposed in planes which contain the axis of rotation of the
@Fltrl fuge as a comon el enent, and when the centrifuge is operated, the
cards are directed so that the axes of the mcro reaction vessels are
brought to a right angle 35 relative to the pivot axis of the centrifuge so
t@é'_at t he 18 centrifugal force takes effect precisely on the bottom of
the mcro reaction vessels. 21. The test kit of one of clainms 16 - 20,
character- 5 ized in that the conponents to be used for the test are
separately packaged for insertion in the appropriate mcro reaction vessel
at tHe time of testing together wwth the sanple. 10 22. The test kit
of one of clainms 16 - 20, character- ized in that the mcro reaction
vessel s are closed by neans of lids, and contain conponents for carrying
out the nethod. _
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