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@ Vorrichtung zum Abwaschen eines Reaktionsgefdsses und/oder der Aussenflache eines
Reagenzkugelkorpers.

@ Vorrichtung zum Abwaschen der Innenfliche eines ReaktionsgefdBes und/oder der AuBenflache wenigstens

eines in dem ReaktionsgefiB befindlichen ReagenzkugelkSrpers, mit einem an eine Waschfliissigkeit-Absaugein-
= fichtung anschliefibaren, eine Ansaugmiindung (2) aufweisenden, mittels einer Feder (4) in Richtung zum Boden
 des Reaktionsgefifies zu driickenden R&hrchen (6), mit einem das R&hrchen (8) in axialem Abstand von seiner

Ansaugmiindung (2) mit radialem Abstand umschlieBenden Mantel (8), der zwischen seiner innenfldche und der

AuBenfliche des R&hrchens (6) einen an eine WaschflUssigkeitsZuflihrungseinrichtung anschliefbaren
00 Waschflussig-keits-Zuflhrungskanal (10) begrenzt, mit in einem der Ansaugmiindung (2) zugeordneten Endab-
wschnitt des Manteis (8) vorgesehenen L&chern (12) zum Austritt der Waschflissigkeit und mit zwei auBerhalb
Ndes Mantels (8) in Abstand voneinander, axial weiter entfernt von der Ansaugmiindung (2) als die L&cher (12) im
¢ Mantel angeordneten, an einen elekirischen Flissigkeitspegelfihler anschliefbaren Elektroden (14, 16), bei der
die Innenfliche (18) der Ansaugmiindung (2) trichterfdrmig ausgebildet ist.
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Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung nach dem Oberbegriff des Anspruchs 1.

Bei chemischen Bindungs-Reaktionen, vor allem bei immunologischen Tests, bei denen Reaktionsgefa-
fe verwendet werden, deren Innenwinde mit einem spezifisch bindefdhigen Reagenz beschichtet sind, ist
es ndtig, nach Zugabe der in einer Fliissigkeit gelfst vorliegenden, zu bindenden Probe oder einer zu
analysierenden fliissigen Probe nach einer Reaktionszeit die Fllssigkeit aus dem R&hrchen zu entfernen
und dann die an die Innenwand des ReagenzgefdfBes gebundene Schicht aus Reagenz und spezifisch
bindenden Probenbestandteilen zu waschen, so daB nicht spezifisch gebundene Probenbestandteile entfernt
werden.

Hierzu wurde bisher eine Vorrichtung verwendet, die das Absaugen der Flissigkeit aus dem Reaktions-
gefdB durch ein R&hrchen erlaubt und es auBerdem ermdglicht, nach dem Absaugen Uber einen Zufiih-
rungskanal eine Waschflissigkeit in das Reagenzgefdf einzubringen, wobei die zuflieBende Menge an
Waschfliissigkeit {iber Elekiroden, die an einen Flissigkeitspegelfihler angeschiossen sind, automatisch
reguliert werden kann. Als Ansaugmiindung der Vorrichtung diente hierbei das untere Ende des Rdhrchens,
dessen Offnungsbreite dem Durchmesser des RShrchens entspricht. Um die Flissigkeit aus dem Reak-
tionsgefdB mdglichst volistdndig abzusaugen und so eine grliindliche Waschung der beschichteten Wénde
des ReaktionsgefdBes zu erreichen, wurde die bisher verwendete Vorrichtung durch eine am oberen Ende
der Vorrichtung angebrachten Feder gegen den Boden des Reaktionsgefdfes gedriickt. Damit auch bei
Auflage des Réhrchens auf den Boden die FlUssigkeit abgesaugt werden konnte, war das als Ansaugmiin-
dung fungierende untere Ende des Réhrchens an zwei gegenlberliegenden Stellen eingekerbt.

Chemische Bindungsreaktionen und immunologische Tests werden aber heute oft automatisiert durch-
gefiihrt, wobei abwechseind sowoh! Reaktionsgefde, mit Reagenz-beschichteten innenwinden, als auch
Reaktionsgefdfe, welche Reagenz-beschichtete Reagenzkugelkdrper (sogenannte "beads") enthalien, ver-
wendst werden. Auch die Verwendung von Reagenzkugelkdrpern enthaltenden ReaktionsgefdBen mit
Reagenz-beschichteten Innenwénden ist mdglich. Zum Entfernen der Probenfllissigkeit und zum Waschen
von Reaktionsgefdfen, welche ReagenzkugelkSrper enthalten, sind jedoch die bisher verwendeten Vorrich-
tungen zum Absaugen und Waschen nicht gut geeignet, da ihre Ansaugmiindung oben an dem Reagenzku-
gelkdrper aufliegt und sobald der Flissigkeitspegel unter die HOhe der Ansaugmiindung absinkt, ein
Absaugen der den ReagenzkugelkSrper umgebenden Flissigkeit nicht m&glich ist. Aufgabe der Erfindung
ist es daher, eine Vorrichtung nach dem Oberbegriff des Anspruchs 1 anzugeben, die im gleichen
Analysenautomaten sowohi bei ReaktionsgefdBen mit reagenzbeschichteten Innenfidchen, als auch bei
ReaktionsgefiBen, welche einen Reagenzkugelkdrper enthalten, ein volistdndiges Entfernen der Flissigkeit
und griindliches Waschen der Fldchen erm&glicht.

Diese Aufgabe wird geldst durch eine Vorrichtung gem3s Anspruch 1.

Das Réhrchen der erfindungsgemdBen Vorrichtung ist gegenliber dem einer Vorrichtung nach dem
Stand der Technik an seinem ansaugmindungsseitigen Ende um den Durchmesser des ReagenzkugelkGr-
pers verkiirzt und weist eine trichterfdrmige Ansaugmindung auf, deren Durchmesser vorzugsweise
mindestens so groB ist wie der Durchmesser des ReagenzkugelkGrpers.

Die erfindungsgemife Vorrichtung wird in das ReaktionsgefdB vor oder nach Zugabe einer in einer
Fliissigkeit gelost vorliegenden Probe eingebracht und {iber die Feder an den ReagenzkugelkSrper, falls
yornanden, angelegt. Enthdlt das ReaktionsgefdB keinen Reagenzkugelkdrper, so wird die Vorrichtung etwa
ebenso tief in das Réhrchen eingetaucht, als wenn ein Reagenzkugelkdrper vorhanden wére, d.h. die
Ansaugmiindung der Vorrichtung sitzt nicht auf dem Boden des ReaktionsgefdBes auf. Uber die Ansaug-
miindung des R&hrchens wird nach einer Reaktionszeit die Flissigkeit abgesaugt und danach die Wasch-
fliissigkeit Uber den Zufilhrungskanal in das R6hrchen geflillt. Hierbei wird die Zugabe an Waschflissigkeit
unterbrochen, sobald der Fliissigksitspegel in dem R&hrchen die beiden Elsktroden berlihrt. Dies geschieht
automatisch Uber sinen AnschluB der Elekiroden an einen elektrischen Fliissigkeitspregelflihler und einen
damit verbundenen SchiieBmechanismus an der Waschfilissigkeit-Zuflihrungseinrichtung. Die Waschfliissig-
keit wird dann, wie bereits fiir die Probenflissigkeit beschrieben, entfernt. Durch die Trichterform der
Ansaugmiindung wird hierbei eine Verletzung der Reagenzschicht auf einem Reagenzkugelkdrper vermie-
den und sin vollstindiges Absaugen auch der einen Reagenzkugelkrper umgebenden Fliissigkeit erm&g-
licht. Mit der erfindungsgemiBen Vorrichtung gelingt das Absaugen von Flissigkeit und Waschen bei
ReaktionsgefdfBen mit ReagenzkugelkSrper besser und Uberraschenderweise auch bei Reaktionsgefédfen
ohne Reagenzkugelkdrper genauso gut wie mit einer bekannten Vorrichtung (Beispiele 1 und 2).

Um die Ansaugmiindung besonders gut an den Reagenzkugelkdrper anlegen zu kdnnen, wird die
srfindungsgeméfe Vorrichtung bevorzugt geméds Anspruch 2 und besonders bevorzugt gemés Anspruch 3
ausgebildet.

Eine weitere bevorzugte Ausflihrungsform der erfindungsgemiBen Vorrichtung ist im Anspruch 4
dargestellt. In dieser Ausfiihrungsform wird die Trichterform der Ansaugmindung durch einen am freien
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Ende des Rdhrchens befestigten Aufsatz gebildet. Dieser ist nach Anspruch 5 bevorzugt auf das freie Ende
des Rdhrchens aufgesteckt. Um verschiedene GrSBen von Aufsdtzen mit verschiedenen trichterfrmigen,
bevorzugt konkav hohlkugelig gewdlbten Innenflichen der Aufsdtze an dem freien Ende des Rohrchens
befestigen zu kénnen und daher die Ansaugmiindung der Vorrichtung an die jeweils verwendete Gr&8e der
Reagenzkugelkdrpoer anzupassen, wird vorzugsweise eine Ausbildung geméB Anspruch 6 vorgesehen.
Ein Ausflihrungsbeispiel der Vorrichtung wird im folgenden unter Hinweis auf die beigefligten Zeichnun-

gen beschrieben:

Fig. 1 zeigt einen Vertikalschnitt durch die Vorrichtung;

Fig. 2 zeigt eine Ansicht der Vorrichtung um ihre Vertikalachse gegentiber der Darstellung in Figur 1
um 90° verdreht.

Die Vorrichtung nach dem Ausfiihrungsbeispiel weist eine Ansaugmiindung 2 auf, deren Innenfldche 18
im Achsschnitt konkav gewdlbt und durch einen auf das freie Ende 20 des RShrchens 6 gesteckien Aufsatz
22 begrenzt ist. Die AuBenfliche des Rohrchens 6 und ein das RShrchen 6 in axialem Abstand von seiner
Ansaugmiindung 2 mit radialem Abstand umschliefender Mantel 8 begrenzen einen Waschflissigkeits-
Zuftihrkanal 10, der in einem Innenraum 26 eines Kopfieil 24 mindet. Das R&hrchen 6 durchsetzt diesen
Innenraum 26. Der Innenraum 26 des Kopfteils 24 ist liber ein weiteres RShrchen 28 an eine Waschflussig-
keitszuflihreinrichtung anschliefbar. In dem der Ansaugmiindung 2 zugewandten Ende des Mantels 8
befinden sich Lécher 12, durch die die Waschfliissigkeit aus dem Waschfilissigkeits-Zuflihrkanal 10 austritt.

Zwei durch das Kopfteil 24 gefiihrte Elektroden 14 und 16 sind an einen elektrischen Flissigkeitspegel-
fiihler anschlieBbar. Bis zu freiliegenden Endabschnitten 30, 32 sind sie von Isolierstoffméntein 34, 36
umschlossen. Eine das obere Ende des RShrchens 6 umschliefende Feder 4 driickt das Kopfteil 24 in
Richtung zum Boden eines Reaktionsgefifes.

Die folgenden Beispiele erldutern die Erfindung weiter.

Beispiel 1

Die Effektivitit der Waschung mit der erfindungsgeméBen Vorrichtung im Vergleich mit einer um den
Durchmesser des Reagenzkugelkdrpers verkirzten, bekannten Vorrichtung wurde in einem einen Reagenz-
kugelkdrper ("bead", Polystyrolkugel mit Durchmesser 6,3 mm) enthaltenden Reaktionsgefés tiberpriift.

Dazu wurde ein mit Rinderserumalbumin und einem Konjugat aus CEA (Carcino-embryonales Antigen)
und Peroxidase beschichteter Kugelk&rper in ein ebenfalls mit Rinderserumaibumin und CEA-Peroxidase
beschichtetes ReaktionsgefdB gegeben. Je effektiver die Waschung ist, um so mehr des adsorptiv
gebundenen CEA-Konjugats miiBte abgeldst werden. Damit miifte, wenn gut gewaschen wurde, in einer
nachfolgenden Farbreaktion ein mdglichst geringer MeBwert erhalten werden.

Die Farbreaktion erfolgt in der Weise, daB 500 ml eines Reagenzes, bestehend aus ABTS (22 -Azino-
di-[3-ethylbenzthiazolinsulfonsiure (6)]-diammoniumsalz und Natriumperborat), zugegeben wurden und
nach 45 min die Extinktion bei 422 nm bestimmt wurde.

Das Ergebnis zeigt Tabelle |. Dort sind die Anzahi der Waschschritte sowie die Gr6Be des MefBsignals
bei 422 nm in mE angegeben. Es zeigte sich, daB mit einer erfindungsgeméfen Vorrichtung, deren
Ansaugmiindung als Kunststoffaufsatz auf das freie Ende des ROhrchens ausgebildet war, wesentlich
geringere MeBsignale und damit eine bessere Waschung erreicht wurde. AuBerdem war der Variationskoef-
fizient (VK), welcher ein Map fir die Genauigkeit darstellt, mit der erfindungsgemBen Vorrichtung kieiner.
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Tabelle 1
Optimierung der Waschung bei 6,3 mm-Beads
Anzahl der verkiirzte bekannte erfindungsgemife Waschvorrichtung mif]
Waschschritte Waschvorrichtung Kunststoffaufsaiz (g 7 mm)
Signal Variation VK Signal Variation VK (n=9)"
(mExtinktion) (n=9) (mExtinktion)
3 746 25,9 447 7.7
6 495 14,3 304 14,5
8 343 14,4 - -
10 311 10,9 197 56
n = Anzahl der Messungen

Beispiel 2

TSH Immunobestimmung

Es wurde ein TSH-Enzymuntest® TSH (Thyroid-stimulierendes Hormon) mit einer erfindungsgemaBen
Vorrichtung im Vergleich mit einer bekannten Vorrichtung durchgefiihrt, wobei die RShrchenwand beschich-
tet war. Das R&hrchen enthielt keine ReagenzkugelkSrper. Die verwendeten L&sungen, beschichteten
R&hrchen und Standards entstammen dem Enzymuntest® TSH (Boehringer Mannheim GmbH, Bestelinum-
mer 736083). Die Durchfiihrung der Bestimmung erfolgt analog der Vorschrift des Herstellers.

In mit Anti-TSH-Antikérpern beschichtete RShrchen wurde 1 ml Ldsung 1:

Phosphatpuffer 15 mMol/l, pH 6,9
Rinderserumalbumin 0,2 Gew.-%
Merthiolat® 0,01 Gew.-%

und 200ul TSH-Standard gegeben und 60 Minuten bei 20 bis 25" C inkubiert. Nach 6-maligem Aussaugen
und Spilen {?) wird 1 ml einer L&sung aus 40 U/1 Anti-TSH-Peroxidase-Konjugat in obengenannten Puifer
zugegeben und 60 Minuten bei 20 bis 25° C inkubiert. Die Rhrchen wurden 6-mal ausgesaugt und gesplt.
Danach wurde 1 ml einer L&sung, bestehend aus

Phosphat-Citrat-Puffer 95 mMol/, pH 4,4
Nat,rium-Perborat 3,1 mMoi/
2,2 -Azino-di-[3-Ethyl-Benzthiazolin-Sulfonsdure(6)]-Diamoniumsalz 1,9 mMolil

zugegeben und 45 Minuten bei 20 bis 25° C inkubiert. Danach wurde gegen letztgenannte L&sung als
Leerwert eine photometrische Bestimmung bei A= 22 nm durchgeflihrt. Tabelle 1! zeigt die mit verschiede-
nen Standards erhaltenen Meflergebnisse. Daraus ergibt sich, da mit der erfindungsgem&Ben Vorrichtung
vergleichbar gute Ergebnisse wie mit einer bekannten Vorrichtung flr wandbeschichtete Immunoassays
erhalten werden k&nnen.
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Tabelle il
bekannte Vorrichtung erfindungsgemapBe, verkiirzte
(n=9y Vorrichtung Kunststoffaufsatz (n =10y

Signal (mE) | VK (%) Signal (mE) VK (%)
Standard a 1319 14,7 12+£13 10,8
Standard b 48+ 45 9,4 60 £ 6,3 6,4
Standard ¢ 98+ 49 50 119+ 43 3,5
Standard d 263+7.6 2,9 333+£10,3 3.1
Standard e 503 £ 16,4 3,3 617 £17,3 2,8
Standard f 876 £ 8,7 1,0 1077 £ 23,4 2.2
Standard g 1508 £ 23.4 1,6 1895 £ 42,0 2,2

*n = Anzahl der Messungen

Anspriiche

1. Vorrichtung zum Abwaschen der Innenfliche eines ReaktionsgefdBes und/oder der AuBenfldche
wenigstens eines in dem Reaktionsgefd befindlichen Reagenzkugelkdrpers, mit einem an eine
Waschfliissigkeit-Absaugeinrichtung anschliefbaren, eine Ansaugmiindung (2) aufweisenden, mittels einer
Feder (4) in Richtung zum Boden des Reaktionsgefdfies zu drilickenden Rdhrchen (6), mit einem das
R&hrchen (6) in axialem Abstand von seiner Ansaugmindung (2) mit radialem Abstand umschlieBenden
Mantel (8), der zwischen seiner Innenfliche und der AuBenfliche des R&hrchens (6) einen an eine
Waschiliissigkeits- Zuflihrungseinrichtung anschlieBbaren WaschflUssigkeits-Zufihrungskanal (10) begrenzt,
mit in einem der Ansaugmiindung (2) zugewandten Endabschnitt des Mantels (8) vorgesehenen Léchern
(12) zum Austritt der Waschflissigkeit und mit zwei auBerhalb des Mantels (8) in Abstand voneinander, axial
weiter entfernt von der Ansaugmiindung (2) als die L&cher (12) im Mantel (8) angeordneten, an einen
elektrischen Fliissigkeitspegelfiihler anschlieBbaren Elektroden (14, 16), dadurch gekennzeichnet, dag die
Innenfliche (18) der Ansaugmiindung (2) trichterfSrmig ausgebildet ist.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Innenfidche (18) der Ansaugmin-
dung (2) im Achsschnitt konkav gew§lbt ist.

3. Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Innenflache (18) der Ansaugmiin-
dung (2) der AuBenfliche des Reagenzkugelkdrpers angepaft hohlkugelig gewGlbt ist.

4. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die
Ansaugmiindung (2) in einem gesonderten, am freien Ende (20) des RShrchens (B) befestigten Aufsatz {22)
ausgebildet ist.

5. Varrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB der Aufsaiz (22) auf das freie Ende
(20) des R&hrchens (6) aufgesteckt ist.

6. Vorrichtung nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, da der Aufsatz (22) mit dem freien
Ende des Rdhrchens (6) 10sbar verbunden ist.
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