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Beschreibung
Hintergrund der Erfindung

[0001] Einheitliche Latexteilchen ("ULPs) sind im
wesentlichen aulerst einheitliche Kugeln mit gerin-
gem Durchmesser. Der typische Durchmesser liegt
im Bereich von weniger als etwa 0,1 pm bis etwa 100
pm. Teilchen mit weniger als 5 pm Durchmesser wer-
den ublicherweise durch Emulsionspolymerisation
hergestellt. Das Ergebnis dieses Verfahrens ist eine
Reihe von Teilchen mit auRerst gleichmaiger Gro-
Renverteilung.

[0002] Die Hauptverwendung der ULPs liegt im Be-
reich der medizinischen Diagnostik, wobei die Teil-
chen fur Latex-Agglutinationstests verwendet wer-
den. Neuere bekannte Verwendungen umfassen mi-
krobiologische Anwendungen- z.B. Klassifizierung
und Identifizierung von Bakterien sowie Messen des
Blutserumanteils in Antibiotika (siehe z.B. Bangs,
L.B. "Uniform Latex Particles", vorgestellt in einem
Workshop zur 41. Nationalversammlung, American
Association for Clinical Chemistry, 1989 und in ge-
druckter Form erhaltlich von Seragen Diagnostics
Inc., Indianapolis, IN; oder Galloway, R.J., "Develop-
ment of microparticle tests and immunoassays",
01988 von Seradyn Inc., Indianapolis, IN). Andere Ar-
ten von Teilchen, wie amidmodifizierter Latex ("AML")
und carboxylatmodifizierter Latex ("CML") weisen an
ihren Oberflachen jeweils Amid- und Carboxylsaure-
gruppen auf. Diese funktionellen Gruppen erlauben
eine kovalente Bindung von Antigenen oder Antikor-
pern an die Oberflache der ULPs zur Durchfihrung
verbesserter Agglutinationstests.

[0003] Am haufigsten werden ULPs im Bereich der
Immundiagnostik oder Immunoassays verwendet,
insbesondere in Latex-Agglutinationstests, in denen
sie zur Auffindung winzigster Mengen oder Konzent-
rationen von Antigenen oder Antikdrpern in Blut, Se-
rum, Urin oder cerebrospinalen Flussigkeiten ver-
wendet werden. Das heif3t, ULPs werden zur Vergro-
Rerung oder Sichtbarmachung von Antigen-/Antikor-
perkomplexbildungen verwendet; sie kénnen auch
zur Bestimmung der Mengenanteile dieser Reaktion
verwendet werden.

[0004] Versucht man beispielsweise einen be-
stimmten Antikérper ("Ab") zu messen, wird ein ge-
eignetes Antigen ("Ag") auf die Latexteilchen aufge-
bracht. Da das Ab zweiwertig ist, kann es sich an
identischen Stellen von zwei nebeneinanderliegen-
den Teilchen anlagern und diese verbinden. Das
heil3t, wird Ab, das in der Probe einer Person vorhan-
den ist, mit den Agbeschichteten Teilchen vermischt,
verursacht es Agglutination oder Coagulation der
Teilchen. Diese Aggregate sind im allgemeinen mit
bloRem Auge sichtbar. Dieses Phanomen bildet im
wesentlichen die Basis fir die Latex-Agglutinations-
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tests ("LAT").

[0005] Eine Hauptschwierigkeit bei LATs liegt in der
Tatsache, dal die beschichteten Teilchen zu sponta-
ner Agglutination neigen. Dies liegt hauptsachlich da-
ran, dal Latexsuspensionen kolloidale Suspensio-
nen hydrophober Teilchen sind. Die Stabilitat einer
Suspension hangt von der aktiven Oberflachenla-
dung ab. Die Zugabe von kleinen Mengen Protein
(ca. 10 pg pro mg Latex) kann eine Agglomeration
bewirken, wogegen eine fortgesetzte Zugabe gréRe-
rer Mengen Protein zu einer Verbesserung der Teil-
chenstabilitat fihrt.

[0006] Diese Art von Agglutination stellt auch bei
der chromatographischen Analyse, bei welcher farbi-
ge oder sichtbare Teilchen verwendet werden, ein
Problem dar, wie z.B. in der in der verdffentlichten
PCT-Anmeldung WO 88/08534 beschriebenen Ana-
lyse. In dieser Analyse wird eine Probe auf ein Sub-
strat aus absorbierendem Material aufgebracht und
ein Analyt bindet bewegliche farbige Latexteilchen an
Antikérper- oder Antigentrager. Die Teilchen, an die
der Analyt gebunden ist, sind wiederum selbst an im-
mobilisierte Immunoreagenzien gebunden wahrend
die Probe das Absorbtionsmaterial im Rahmen der
Chromatographie in Langsrichtung durchstrémt.

[0007] Es wurden verschiedene Methoden zur L6-
sung des damit verbundenen Problems der nichtspe-
zifischen Agglutination vorgeschlagen, einschlieRlich
der Verwendung von Verbindungsgliedern (Linkers)
und Abstandhaltern (Spacers). Einige der vorge-
schlagenen Abstandhalter beinhalten Protein A, Dia-
minoalkane, nackte Antikérper und Streptavidin-Bio-
tin Spacer, um nur einige zu nennen. Die Verwen-
dung von heterobifunktionellen Verbindungsgliedern,
halogensubstituierten Carbonsauren, Rinderserum-
albumin, oberflachenaktive Mittel und F(ab)2-Frag-
mente wurde ebenfalls vorgeschlagen. Es erweisen
sich jedoch nur wenige dieser Vorschlage als véllig
zufriedenstellend, da sie dazu neigen, die Analyse zu
stéren und viele dabei eine Agglutination verhindern.
Fir LATs ist dies naturlich véllig unannehmbar.

[0008] Des weiteren wurde versucht, die Genauig-
keit der in den nachfolgenden Verdffentlichungen be-
schriebenen Immunoassays zu verbessern. May et
al. (Britisches Patent GB-A-2 204 398) beschreibt
Vorrichtungen und Immunoassays fir Analyten in
Proben, in welchen eine feste Phase in mindestens
zwei Bereiche aufgeteilt ist, von denen einer ein frei-
bewegliches, markiertes und fur das Analyt charakte-
ristisches Reagens und der zweite ein permanent un-
bewegliches Reagens zum optischen Auffinden des
an das bewegliche Reagens gebundenen Analyts
enthalt. Sakai et al. (US-Patent 4,680,274) be-
schreibt, dal® ultrafeine Mikrokigelchen ("ultramicro-
spheres") mit einer Durchschnittsgrof’e von 0,2 pm
oder weniger, auf das ein Stoff aufgebracht ist, der
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mit einem nichtspezifischen Faktor in einer Probe re-
agiert, zur Verhinderung einer nichtspezifischen Im-
munoreaktion verwendet werden kdnnen, wenn sie in
einer Reihe von Immunoassays enthalten sind. Die
Veroffentlichungen Manita (JP-A-5748658; Pat. Ab-
str. of Japan, Bd. 6 (121) (P-126) (999); Database
WPI/Derwent, AN:82-34252E) beschreiben einen Im-
munoassay, in dem die Empfindlichkeit dadurch ver-
bessert wird, da die Reaktion in Gegenwart von im-
munologisch inaktiven Teilchen durchgefihrt wird.

[0009] Aufgrund des ausdricklichen Bedarfs an ei-
nem Immunoassayverfahren mit unterschiedlichen
Anwendungsmdglichkeiten, das die Agglomerations-
probleme anderer Analysen vermeidet und die Ziele
verbesserter Genauigkeit und groRerer Auflésung
fordert und das dariber hinaus bestechend einfach
ist, offenbart die Anmelderin die vorliegende Erfin-
dung.

Zusammenfassung der Erfindung

[0010] Gemal der vorliegenden Erfindung wird ein
Verfahren zum Minimieren von Agglomeration von Li-
gand-gebundenen oder Antiligand-gebundenen Par-
tikeln bereitgestellt, welche bei einer die Verwendung
von gebundenen und ungebundenen Partikeln ver-
wendenden Analyse eingesetzt werden, wobei der
Bestandteil mit einem Analyt eine Wechselwirkung
eingeht, gekennzeichnet durch die Schritte Bereit-
stellen der gebundenen Partikel, der ungebundenen
Partikel und eines Analyts auf einer Tragerschicht,
wobei sowohl die gebundenen Partikel als auch die
ungebundenen Partikel eine Grofe von 0,8 pm auf-
weisen, so dass sich die Partikel mittels Kapillarwir-
kung durch die Tragerschicht bewegen kénnen und
aus dem gleichen Material bestehen, Ermdglichen ei-
ner Wechselwirkung des Bestandteils und des Ana-
Iyts, und nach der Wechselwirkung, Bewegen der ge-
bundenen Partikel durch die Tragerschicht von einer
ersten Zone weg zu einer zweiten Zone, ohne dass
eine Agglomeration der Partikel auftritt. Eine Variati-
on sieht eine Irrmobilisierung des Gemisches auf ei-
nem ersten definierten Bereich einer Tragerschicht
mit einer oder mehreren definierten Bereichen vor.

[0011] In einer bevorzugten Ausfihrungsform weist
der Immunoassay aul3erdem irrmobilisierendes Ka-
ninchen-Antiimmunoglobulin G (IgG) (anti-rabbit im-
munoglobin) auf einem zweiten definierten Bereich
der Tragerschicht auf. In einer anderen Ausfuhrungs-
form ist das an das zweite bewegliche Teilchen ge-
bundene Protein BSA. In einer bevorzugten Ausfih-
rungsform sind die beweglichen Teilchen farbig. Eine
weitere Ausfihrungsform umfaldt die Zugabe eines
Detergens zum Gemisch.

[0012] Gemal einer weiteren Ausfiihrungsform sind
die Teilchen, an die keine Liganden gebunden sind,
mit einem Protein beschichtet, welches nicht an der
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in der Analyse verwendeten Liganden-Antiligan-
den-Bindung teilnimmt, wie BSA. In einer weiteren
Ausfuhrungsform umfassen die Polymerteilchen La-
tex oder Polystyrolkiigelchen.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0013] Fig. | ist ein Diagramm mit den Ergebnissen
unter Verwendung eines Antikorper-Latex/BSA-La-
tex-Gemisches in einem Strep-ATest, Testlauf Nr. 1;

[0014] Fig. Il ist ein Diagramm mit den Ergebnissen
unter Verwendung eines Antikdrper-Latex/BSA-La-
tex-Gemisches in einem Strep-ATest, Testlauf Nr. 2;

[0015] Fig. lll ist ein Diagramm mit den Ergebnissen
unter Verwendung eines Antikdrper-Latex/BSA-La-
tex-Gemisches in einem Okkulten Bluttest.

Ausfuhrliche Beschreibung

[0016] Es wurde herausgefunden, dal} viele gegen-
wartig verwendete Immunoassays eine beeintrach-
tigte Genauigkeit aufweisen, und zwar aufgrund der
falschen negativen und positiven Gré3en. Diese Pro-
bleme wurden wesentlich reduziert, wenn nicht sogar
ganz ausgeraumt.

A. Herstellung von Antikdrper-Latex-Konjugationen

[0017] Das Grundverfahren einer Protein-La-
tex-Konjugation, entweder lber einfache Adsorption
oder Uber kovalente Bindung, ist im Stand der Tech-
nik bekannt, ebenso wie die Verwendung von farbi-
gen Latexteilchen, die die Auflédsung und Lesbarkeit
von Immunoassays verbessern. Es wurde verschie-
dene Verfahren allgemein beschrieben, z.B. in
Bangs, L.B., "Uniform Latex Particles", vorgestellt in
einem Workshop zum 41. National Meeting, Amer.
Assoc. Clin. Chem., 1989, erhaltlich in gedruckter
Form von Seragen Diagnostics Inc., Indianapolis, IN;
oder Galloway, R.J., Development of microparticle
tests and immunoassays," Seradyn, Inc., Indianapo-
lis, IN.

[0018] Ein Verfahren zur Herstellung beschichteter
ULPs ist das Adsorptionsverfahren. Hierbei werden
1) reine Reagenzien verwendet; 2) die Teilchen vor
dem Beschichten gereinigt und 3) die quantitative
Oberflachenbedeckung des ULPs und die Liganden-
chemie bestimmt. Die Antikérper-Latex-Konjugate
("Ab-Latex") kdnnen beispielsweise nach dem fol-
genden Verfahren hergestellt werden: Im einfachsten
Fall wird der geeignete Ligand in einer Pufferlésung
aufgeldst, zu einer Latexsuspension gegeben und
wahrend eines Zeitraumes von wenigen Minuten bis
mehr als 24 Stunden gerthrt. Nach der Aquilibrierung
wird der Latex zentrifugiert und der Oberstand, der
noch nicht adsorbierte Liganden enthalt, wird ent-
fernt. Der Latex wird in einer frischen Pufferlésung er-
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neut suspendiert und dann zentrifugiert; der Uber-
stand wird wieder entfernt. Diese Schritte werden
wiederholt bis der Latex als frei von samtlichen nicht
adsorbierten Liganden angesehen werden kann. An
diesem Punkt ist das Latexbeschichtungsverfahren
abgeschlossen und der Latex fertig zur Verwendung
in LATs.

[0019] Das kovalente Verbinden umfalt die dauer-
hafte oder covalente Verbindung eines Liganden
oder eines anderen Materials an die Oberflache des
Latexteilchens. Ist das kovalente Verbinden das ge-
wahlte Verfahren, mul} zuerst der Ligand an die ULPs
gebunden werden, dann ist die Stabilitat der Latex-
teilchensuspension aufrechtzuerhalten und anschlie-
Rend das Gerinnen des Proteins zu verhindern. (Eine
allgemeine Beschreibung von kovalenten Bindungs-
techniken und die Nennung weiterer Verdffentlichun-
gen findet man in Bangs, L.B., "Uniform Latex Partic-
les.")

[0020] Obwohl sich die vorstehende Beschreibung
auf Latexteilchen bezieht, kénnen auch andere Poly-
merteilchen, wie Polystyrolteilchen, und sogar Metall-
teilchen, wie Goldsolteilchen, verwendet werden.
Diese Teilchen und ihre Herstellungsverfahren sind
bekannt.

B. Herstellung von BSA-Latex-Konjugaten

[0021] Die Herstellung von Rinderserumalbu-
min-Latexkonjugaten ("BSA-Latex") entspricht der
oben beschriebenen Herstellung von Ab-Latex, mit
der Ausnahme, daf} anstelle der Antikérper BSA ver-
wendet wird. Anstelle von BSA koénnen alternativ
auch andere Proteine, wie andere Albumine (ein-
schliellich Lactoalbumin), Kasein, Globulin, Immu-
noglobulin (das nicht an der Antigen-Antikérper-Re-
aktion teilnimmt) und ahnliches verwendet werden,
um eine nichtspezifische Bindung zu verhindern.

C. Gemische aus Ab-Latex und ESA-Latex

[0022] Ab-Latex und ESA-Latex werden in unter-
schiedlichen Verhaltnissen gemischt, je nach dem
durchzufihrenden Test. Zur Herstellung von Gemi-
schen, wie sie beispielsweise in den nachfolgenden
Beispielen beschrieben werden, werden Ab-Latex
und ESA-Latex in einem Volumenverhaltnis von ca.
1:1 und 1:3 vermischt, zur Verwendung im okkulten
Bluttest (siehe Beispiel Il). In dem Strep-A-Test (Bei-
spiel 1) betrug das Verhaltnis von Ab-Latex : ESA-La-
tex ca. 1:2. Die Menge des Latex (oder anderer Teil-
chen), die keinen Antikdrper tragen, kann in jeder
Grolenordnung liegen, die eine angemessene Re-
duzierung der nichtspezifischen Bindung oder fal-
scher Positivwerte bewirkt. Diese Mengen werden
nach naheliegenden empirischen Verfahren be-
stimmt.
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D. Ein-Schritt-Analyse

[0023] Die in einer bestimmten erfindungsgemafien
Ausfuhrungsform verwendete Analysenreaktionsein-
heit umfal3t einen Streifen aus einer Nitrocellulose-
membran mit einer PorengréfRe von ca. 8 pm, obwohl
auch groRere oder kleinere Porengréfien verwendet
werden kénnen (d.h. vorzugsweise in einem Bereich
von ca. 3 pm bis ca. 12 pm). Der Streifen befindet
sich in einem Kunststoffgehduse. Das Verhaltnis zwi-
schen PorengrofRe und Teilchengrofie ist wichtig. Der
Durchmesser der verwendeten Teilchen sollte kleiner
sein als die PorengroRe der Membran, so dal} die
Teilchen sich durch die Membrane bewegen kénnen.

[0024] Ca. je 5pl Ab-Latex oder Ab-Latex/BSA-La-
tex-Gemisch ("Ab/ESA") wurden dinnflissig auf die
Membran aufgebracht, und spezifisches Ab (positi-
ves Signal) und Ziegen-Anti-Kaninchen IgG (goat an-
ti-rabbit IgG) (negatives Signal) wurden vor dem Test
an getrennten Bereichen auf der Membrane immobi-
lisiert. (Der Ziegen-Anti-Kaninchen 1gG ist von vielen
Quellen erhaltlich, z.B. von Pel-Freez, Rogers, AR.)
Diese Bereiche kdénnen jedoch aneinander angren-
zen oder sich Uberlappen.

[0025] Bei der Durchflihrung der Analyse wird eine
Probe auf die Membran aufgebracht und flie3t auf-
grund der Kapillarwirkung entlang der Membran. Die
flieRende Probe tragt das Latexgemisch entlang der
Membran, und der in der Probe enthaltene Analyt
wird an den mit Antikbrper markierten Latex gebun-
den. Der an den Latex gebundene Analyt wird bis
zum "positiven Signal" Ab immobilisiert, und der nur
das Kaninchen-Ab enthaltende Latex wird bis zum
"negativen Signal" Ab immobilisiert. Ist der markierte
Latex gefarbt, entsteht in den positiven und negativen
Bereichen ein sichtbares Signal.

[0026] Durch die nachfolgenden Beispiele werden
die bevorzugten Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung
im einzelnen beschrieben. Die bedeutet aber nicht,
daf} die Erfindung hierauf beschrankt ist.

BEISPIEL |
Strep-A-Test

[0027] Das Carbohydrat-Antigen der Gruppe Strep-
tococcus A (Strep-A-Antigen) wurde durch das Sal-
petrigsaure-Extraktionsverfahren hergestellt (Manual
of Clinical Microbiology, 4. Ausgabe, American Soci-
ety for Microbiology). Die Strep-A-Antigenldsung
(0,25 ml) wurde auf die daflr vorgesehene Stelle der
Probe einer Immunoassay-Vorrichtung aufgebracht;
diese Vorrichtung umfalt zumindest eine Trager-
schicht oder eine Membran mit einer oder mehreren
definierten Zonen, an die Liganden oder Antiliganden
gebunden sind, wobei die Probe in einem Bereich au-
Rerhalb der definierten Zonen auf die Tragerschicht
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aufgebracht und dann ein Flissigkeitsstrom auf die
Tragerschicht geleitet wird, wodurch sich die Probe
Uber die definierten Zonen verbreitet und die in der
Probe enthaltenen Substanzen an die Zonen gebun-
den werden. Zumindest eine der definierten Zonen
weist kolloidale Teilchen mit einem daran gebunde-
nen Liganden auf, wobei der Ligand und jegliche in
der Probe enthaltenen Analyten den in der ersten de-
finierten Zone gebundenen Antiliganden erganzen
(Immunoassay-Vorrichtungen umgeben oder tragen
oft die Membran noch mit einem Kunststoffgehause).

[0028] Zwei identische Tests wurden nebeneinan-
der gefahren. Ein Test wurde nach 3 Minuten been-
det, der andere nach 10 Minuten.

[0029] Wurde nur Ab-Latex (siehe Fig. I.A.) allein
verwendet, bewirken Antigenkonzentrationen zwi-
schen 5 x 108 und 5 x 10° Strep-A-Zellen pro Test ein
Zusammenkleben des Ab-Latex. Das Ergebnis war,
dafd sich nur eine sehr geringe Menge Latex Uber die
Nitrocellulose-Membran bewegte und dadurch die
positiven Signale bei 3 und 10 Minuten sehr leise wa-
ren. Wenn andererseits das Ab/BSA-Gemisch ver-
wendet wurde (siehe Fig. 1.B.), bewirkte die gleiche
Anzahl Strep-A-Zellen, die im Ab-Latex ein Zusam-
menkleben verursacht hatte, nicht die gleiche Agglu-
tination in dem Ab/BSA-Gemisch. Dies wurde durch
die Tatsache belegt, dall bei Verwendung von
Ab/BSA mehr Latex beim Wandern tber die Membra-
ne beobachtet wurde. Dieses héhere Volumen an La-
texbewegung bewirkte eine nachfolgende Verstar-
kung des Signals bei 3 und 10 Minuten, verglichen
mit dem Einsatz von Ab-Latex allein. Bei niedrigeren
Strep-A-Zellen-Konzentrationen (5 x 10* Zellen pro
Test) zeigten jedoch beide, sowohl das Ab-Latex-Ge-
misch als auch das Ab/BSA-Gemisch, ahnliche Er-
gebnisse hinsichtlich der sich bewegenden Latex-
menge und der Signalstarke.

[0030] Bei Verwendung eines Gemisches von
Ab-Latex und reinem Latex (Eig. 2.A.) bewirkten 5 x
10° Strep-A-Zellen pro Test, dalk eine gewisse Menge
an Latex zusammenklebte und das positive Signal
nicht sichtbar war, der Hintergrund jedoch dunkel und
unklar war, verglichen mit Ab/BSA (Fig. 2.B.). Bei 5 x
108 Zellen oder weniger pro Test (Fig. 2.b.) zeigte
das Ab/BSA-Gemisch einen klareren Hintergrund
verglichen mit dem Test, bei dem ein Gemisch aus
Ab-Latex und reinem Latex verwendet worden war
(Fig. 2.A.). Jedoch zeigte sogar die Kombination von
Ab-Latex und reinem Latex eine bessere Latexbewe-
gung als der Ab-Latex allein (Fig. I.A. und Fig. 2.A.)

Beispiel Il
Okkulter Bluttest

[0031] Zwei Probenstdbchen aus einer okkulten
Bluttesteinheit (wie z. B. im US-Patent 5 182 191 be-
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schrieben) wurden mit einer Kotprobe beschmiert
und in einen Extraktionsbecher, der 350 pm Extrakti-
onslosung enthaltend 0,1% TRITON® in 50 mM
Tris-Pufferlésung mit einem pH-Wert von 8,0 (Tris
und TRITON® erhalten von Sigma Co., St. Louis, MO)
enthielt, gegeben. Nach 10 sec schneller Bewegung
in der Extraktionslésung wurden die Probenstéabchen
entfernt und das Extraktionsgemisch wurde wie in
Beispiel | beschrieben auf die daflr vorgesehene
Stelle der Probe einer Immunoassay-Vorrichtung auf-
gebracht. Die Analyse wurde nach 10 min durch Ent-
fernen der Membran aus ihrem Kunststoffgehause
beendet.

[0032] Beobachtungen waren ahnlich denen fiir den
Strep-A-Test. Es wurde gefunden, dal® in Gegenwart
von menschlichem Hamoglobin (126 ng-600 ng pro
Test) der Ab-Latex zu einer zu frihen Agglutination
neigte, was zu einer unausgeglichenen Latexbewe-
gung fuhrte ("Schlierenbildung" erschien auf dem Si-
gnalfenster; siehe Fig. 3). Aufgrund dieser frihen
Agglutination konnte sich weniger Latex tber das Si-
gnalfenster bewegen und das Signal erschien etwas
verstimmelt und "unbeendet". Bei Zugabe von
ESA-Latex wurde eine gleichmafRigere Bewegung
von Latex beobachtet. Bei der Verwendung eines
Ab/BSA-Gemisches wurde ein sauberer Hintergrund
erhalten und gleiche oder bessere Empfindlichkeit
als nur mit Ab-Latex. Vergleicht man ein Gemisch von
Ab-Latex und ESA-Latex in einem Verhaltnis von 1 1
mit einem Gemisch im Verhaltnis von 1:2 oder 1 3
zeigt sich, da der Hintergrund um so besser und die
Bewegung des Latex Uber das Signalfenster um so
schneller ist, je héher die BSA-Latex-Konzentration
ist. Diese Ergebnisse zeigten, dal die Verwendung
eines Gemisches von Ab-Latex und ESA-Latex an-
stelle von Ab-Latex allein die Durchfiihrung des Tests
ohne Kompromisse hinsichtlich der Testempfindlich-
keit verbesserte. Es wurde angenommen, dal} das
ESA-Latex in dem Ab/BSA-Gemisch als "Abstands-
kalter" wirkt und dadurch die sofortige Agglutination
des Ab-Latex in Gegenwart des Testantigens verhin-
dert. Es wurde ebenfalls festgestellt, dalk die Verwen-
dung des Ab/BSA-Gemisches dazu neigt, die
nichtspezifische Bindung und falsche Positivwerte zu
unterbindet.

BEISPIEL Il
HCG-Urin-Test

[0033] Es wurde festgestellt, dal® die Verwendung
des Ab/BSA-Gemisches das Auftreten falscher Posi-
tivwerte in einstufigen HCG-Urin-Tests vermindert
oder ausgeschaltet. Wurde Ab-Latex vor der Durch-
fuhrung des Tests allein auf den Trager aufgetragen,
wurde festgestellt, dal ein falscher Positivwert erhal-
ten werden kann. Wurde das Ab/BSA-Latex-Gemisch
zum Testen desselben Urins verwendet, wurden kei-
ne falschen Positivwerte festgestellt. Das Auftreten
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falscher Positivwerte bei einigen Urinproben ist auf-
grund der Gegenwart von Substanzen, die eine
nicht-spezifische Bindung an Ab-Latex und irrmobili-
siertes Ab bewirken, wahrscheinlich, Das Ergebnis
ist die Bildung eines "Sandwichs". Die Gegenwart
von ESA-Latex kann die nichtspezifische Bindung
beeintrachtigen und damit das Auftreten von falschen
Positivwerten vermindern oder ausschalten. Die Sub-
stanz im Urin, die eine solche nichtspezifische Bin-
dung verursacht, ist vermutlich das Protein A des
Staphylococcus areus. Es ist bekannt, dafl? das Pro-
tein A des S. areus IgG stark bindet, und wenn S.
areus im Urin einer nicht schwangeren Frau enthal-
ten sind, wird eine falsche positive Reaktion beob-
achtet.

[0034] Obwohl die Erfindung im Zusammenhang
mit bestimmten Ausfihrungsformen beschrieben
wurde, ist der Umfang des Patentes nicht auf diese
bestimmten Ausfiihrungsformen beschrankt, er wird
aber durch Bezug auf die nachfolgenden Anspriiche
bestimmt.

Patentanspriiche

1. Verfahren zum Minimieren von Agglomeration
von Ligandgebundenen oder Antiligand-gebundenen
Partikeln, welche bei einer die Verwendung von ge-
bundenen und ungebundenen Partikeln verwenden-
den Analyse eingesetzt werden, wobei der Bestand-
teil mit einem Analyt eine Wechselwirkung eingeht,
gekennzeichnet durch die Schritte:

Bereitstellen der gebundenen Partikel, der ungebun-
denen Partikel und eines Analyts auf einer Trager-
schicht, wobei sowohl die gebundenen Partikel als
auch die ungebundenen Partikel eine Grofie von 0,8
pum aufweisen, so dass sich die Partikel mittels Kapil-
larwirkung durch die Tragerschicht bewegen kénnen
und aus dem gleichen Material bestehen, Ermogli-
chen einer Wechselwirkung des Bestandteils und des
Analyts, und

nach der Wechselwirkung, Bewegen der gebunde-
nen Partikel durch die Tragerschicht von einer ersten
Zone weg zu einer zweiten Zone, ohne dass eine Ag-
glomeration der Partikel aufgrund der Wechselwir-
kung auftritt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die ersten
beweglichen Partikel Latexpartikel aufweisen, mit de-
nen das Ligand oder Antiligand verbunden ist, und
wobei die zweiten beweglichen Partikel einfache La-
texpartikel aufweisen.

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die ersten
beweglichen Partikel gefarbt sind.

4. Verfahren nach Anspruch 1, wobei ein nicht mit
dem Liganden oder Antiliganden wechselwirkendes
Protein an den zweiten beweglichen Partikeln gebun-
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den ist.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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