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Einfuhrung

IDEXX stellt diagnostische Tests flr die Erkennung von
Erkrankungen bei Wiederkauern, Pferden, Schweinen und
Geflugel her.

Der Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ist eine der
sensitivsten und am besten reproduzierbaren Technologien. Diese
Tests sind schnell, einfach durchzufGhren und leicht automatisierbar.
IDEXX hat den ersten kommerziellen ELISA-Test fur Geflugel far
infektidse Bursitis (infectious bursal disease, IBD) im Jahr 1985 und
den ersten kommerziellen ELISA-Test fur Nutztiere fur die Aujeszky-
Krankheit/Pseudorabies im Jahr 1986 eingefuhrt, wodurch die
Laboruntersuchungen von Nutztieren verbessert werden konnten.

Wie bei jedem Test hangt die Reproduzierbarkeit und Zuverlassigkeit
der ELISA-Tests von der richtigen Technik und der Detailgenauigkeit
ab. Dieses technische Handbuch wird Ihr Bewusstsein flr ELISA-
Techniken erhohen und Ihnen helfen, lhre Kenntnisse dieser
Methodik auf dem aktuellen Stand zu halten.

Uberpriifen Sie Ihre Packungsbeilage fir spezifische Anweisungen
zu jedem Test, den Sie durchfUhren. In regelmaBigen

Abstanden werden Verbesserungen und Uberarbeitungen an
Packungsbeilagen vorgenommen. Daher ist es wichtig, das Protokoll
regelmaBig zu Uberprufen.

Wenn Sie Fragen zu den folgenden Informationen haben, wenden
Sie sich bitte an Ihren lokalen IDEXX-Vertreter.
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ELISA-Technologie

Ein ELISA-Test besteht aus einer Reihe von standardisierten Reagenzien

und Mikrotiter-Platten, die fur einen bestimmten Test hergestellt werden. Ein
IDEXX-ELISA kann einige oder alle der folgenden Komponenten enthalten:
beschichtete Platten (feste und/oder Streifenplatten), Probenverdinner, Kontrollen,
Waschkonzentrat, Konjugat, Substrat und Stopplésung. Die Tests werden in
Chargen hergestellt. Jede Komponente von jeder Testcharge ist optimiert und
dazu hergestellt, um als Einheit zu funktionieren. Die Tests durchlaufen viele
Qualitatskontrollverfahren, die von IDEXX, zahlreichen Referenzlaboren und
Behorden weltweit und/oder dem US-Landwirtschaftsministerium (United States
Department of Agriculture, USDA) durchgefuhrt werden, bevor sie zugelassen und
fur den Verkauf freigegeben werden.

Der ELISA ist ein schneller Test zur Erkennung und Quantifizierung von Antikérpern
oder Antigenen gegen Viren, Bakterien und andere Materialien. Diese Methode
kann zur Erkennung vieler Infektionserreger bei Wiederkauern, Pferden, Schweinen
und Geflugel eingesetzt werden.

In der ELISA-Technologie kann die Festphase aus einer Polystyrol-Platte mit 96
Vertiefungen bestehen. Die Funktion der Festphase besteht darin, entweder
Antigene oder Antikérper in der Probe zu immobilisieren, da sie sich an die
Festphase binden. Nach der Inkubation werden die Platten gewaschen,

um jegliches ungebundene Material zu entfernen. Bei einigen Tests erfolgt
anschlieBend die Zugabe des Konjugats zur Platte und dessen Inkubation.

Das Konjugat besteht entweder aus einem enzymmarkierten Antigen oder
Antikérper. Abhangig vom Testformat bindet der immunologisch reaktive Teil des
Konjugats entweder mit der Festphase oder der Probe. Der Enzymanteil des
Konjugats ermoglicht die Erkennung.

Die Platten werden erneut gewaschen und ein Enzymsubstrat (Wasserstoffperoxid
und ein Chromogen) wird zur Inkubation hinzugefugt. Die Farbung entwickelt sich
in Gegenwart des gebundenen Enzyms und die optische Dichte wird mit einem
ELISA-Plattenleser abgelesen.

Hinweis: Die verwendeten Schritte und Reagenzien kénnen in einem ELISA-Test
variieren. Siehe Packungsbeilage fur weitere Informationen.

ELISA-Formate

Indirektes Format
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Beim indirekten Format hat die Platte eine
Antigenbeschichtung. Der Proben-Antikdrper, falls vorhanden,
wird zwischen der Antigenbeschichtung auf der Platte

und einem enzymmarkierten Anti-Speziesglobulinkonjugat
gebunden. Die Zugabe des Substrats (Enzymsubstrat-
Chromogenreagenz) fuhrt zu einer Farbentwicklung in den
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Vertiefungen, in welchen der Antikdrper vorhanden ist. Diese 5 § m g é

Farbung ist direkt proportional zur Menge an gebundenem g / % S ES Qo

Probenantikorper. Je mehr Antikérper in der Probe ;2; Antgene £ g é %E’

vorhanden sind, desto starker ist die Farbentwicklung in den < é e * g o g

Testvertiefungen. Dieses Format ist fur die Bestimmung der o * £ = é g

Gesamtantikorperkonzentration in Proben geeignet. &
) AAA AAA AAA

Schritte zur Durchfiihrung eines indirekten ELISA-Tests

Blocking-Format

Bei diesem Format blockieren die spezifischen
Probenantikorper den enzymmarkierten spezifischen
Antikérper im Konjugat. Wie in der Grafik dargestellt,
binden die Antikdrper sowohl in der Probe als auch im
Konjugat an die Antigenbeschichtung auf der Platte. Das A
Hinzufiigen eines Enzymsubstrat-Chromogenreagenz filhrt Antigene
zu einer Farbentwicklung. Die Farbintensitat ist umgekehrt

proportional zur Menge an gebundenem Probenantikorper. Je

mehr Antikérper in der Probe vorhanden sind, desto weniger * % * *

intensiv ist die Farbentwicklung in den Testvertiefungen.
AAAl AAA AAA

Schritte zur Durchfiihrung eines Blocking-ELISA-Tests
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Indirekter Antigen-Capture (Sandwich) ELISA: * *
Bei dem indirekten Antigen-Capture ELISA wird das Antigen - A * . S
in der Probe durch den auf der Platte beschichteten : v A A A A %l
Antikérper und durch den in der hinzugefiigten A c YYis|YY| s
Detektorlosung enthaltenen Detektorantikrper gebunden. Y Y 3 Y Y £ Y Y 8
Die Detektorantikorper sind nicht enzymmarkiert. Das im Anti@rper E z 1’ §
nachsten Schritt hinzugeflgte Konjugat kann sich an den 2 g £ @
Antikérper der Detektorldsung binden. Wenn das Konjugat an £ A ‘;«@’ " § . Y
die Detektorldsung bindet, findet eine Farbreaktion statt. Das s
Antigen wird so indirekt nachgewiesen. i
YY| LYY YYI LYY

Schritte zur Durchfiihrung eines indirekten Antigen-Capture
ELISA-Tests bieten folgende Méglichkeiten: ELISA-Tests

* Testen einer groBen Anzahl von Proben gleichzeitig.

» Automatisierung des Verfahrens unter Verwendung
von Robotersystemen oder anderen Arten
automatisierter Gerate.

* Computergesteuerte Berechnung und Meldung
der Ergebnisse.
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ELISA-Komponenten

Beschichtete Platten

Die Platten mit 96 Vertiefungen bestehen aus Polystyrol und sind mit
inaktiviertem Antigen oder Antikorper beschichtet. Diese Beschichtung
ist die Bindungsstelle fur Antikdrper oder Antigene in der Probe. Nicht
gebundene Antikdrper oder Antigene in der Probe werden nach der
Inkubation abgewaschen.

Probenverdiinner

Die meisten Tests erfordern eine spezifische Verdinnung der Probe. Die Proben
werden dem Probenverdinner hinzugeflgt und damit vermischt, bevor sie auf
die beschichteten Platten aufgebracht werden.

Kontrollen

Die Positivkontrolle ist eine Losung, die Antikdrper oder Antigene enthalt. Die
Negativkontrolle ist eine Losung ohne Antikorper oder Antigene. Die Kontrollen
helfen, jede Platte zu normalisieren oder zu standardisieren. Kontrollen
werden auch verwendet, um den Test zu validieren und die Probenergebnisse
zu berechnen. Bei einigen Tests sind die Kontrollen bereits vorab verdinnt
und gebrauchsfertig. Bei anderen Tests mussen die Kontrollen ebenso wie

die Proben verdunnt werden. Achten Sie darauf, die Anweisungen in der
Packungsbeilage zu befolgen.

Konjugat

ELISA-Konjugate sind enzymmarkierte Antikdrper oder Antigene, die spezifisch
mit den plattengebundenen Probenanalyten reagieren. Ungebundenes
Konjugat wird nach der Inkubation und vor der Zugabe von Substrat durch
Waschen entfernt. Die optische Dichte des kolorimetrischen Substrats ist direkt
proportional zur Menge an gebundenem, vorhandenem Enzym.

Substrat

Fur Peroxidasekonjugate besteht das Substrat aus einer Mischung aus
Wasserstoffperoxid und einem Chromogen, das mit dem Enzymteil des
Konjugats reagiert, um einen Farbumschlag zu erzeugen.

Waschkonzentrat

Das Waschkonzentrat ist eine gepufferte Losung mit Detergens, die verwendet
wird, um ungebundene Materialien aus den Platten zu waschen. Achten

Sie darauf, die Anweisungen in der Packungsbeilage zur Verdinnung der
Waschlésung vor dem Gebrauch zu befolgen.

Stopplésung

Die Stoppldsung stoppt die Enzym-Substrat-Reaktion und somit
die Farbentwicklung.

Hinweis: Je nach Test kdnnen andere Reagenzien eingeschlossen werden.
Dazu kdénnen Konjugat-Verdunnungsmittel, Detektor usw. gehoren.

IDEXX-Tests werden gemaB strengen
Qualitatsstandards in Chargen
hergestellt. Jede Komponente bzw.
jedes Reagenz in einer Testcharge
ist so optimiert, dass es mit den
anderen Reagenzien im Test
zusammenarbeitet. Dies umfasst
Messungen der Sensitivitat, Spezifitat
und Wiederholbarkeit. Deshalb ist
es sehr wichtig, keine Reagenzien
aus verschiedenen Chargen zu
mischen. Typischerweise werden
Platten, Konjugat und Testkontrollen
zusammen aufbewahrt.
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Alle Komponenten haben ein Verfallsdatum.
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ELISA-Gerate

Die Gerate fur ELISA-Tests sind weithin verfugbar. Plattenleser, Waschgerate
und Pipetten sind als manuelle oder automatisierte Systeme erhaltlich. Zu
den Faktoren, die die Auswahl von Geréaten beeinflussen, gehoren die Anzahl
und Arten von Tests und Proben, technische Schulungen des Personals und
finanzielle Erwagungen. Nachfolgend finden Sie eine kurze Darstellung von
Geraten, die fur die Durchfuhrung der ELISA-Tests zur Verfigung stehen.

Pipetten

* Einkanal, Festvolumen und variables Volumen (1-20 ul, 10-100 ul,
20-200 ul usw.)

¢ Mehrkanal, 8- und 12-Kanal

* Halbautomatisierte Abgabeeinheiten

* Vollautomatisierte Systeme, die mehrere Platten abarbeiten kénnen

Verdunner

* Einkanal

* Mehrkanal

e Automatisierte Abgabeeinheiten

Waschsysteme

* Manuelle Systeme, die jeweils eine Reihe oder Spalte waschen

* Halbautomatisierte Systeme, die jeweils einen Streifen oder eine Platte
bearbeiten

* Vollautomatisierte Systeme, die mehrere Platten abarbeiten kénnen

ELISA-Plattenleser

* Manuelle Plattenleser, die jeweils eine Reihe oder Vertiefung lesen

* Halbautomatisierte Plattenleser, die jeweils eine Platte lesen

* Vollautomatisierte Systeme, die mehrere Platten gleichzeitig
abarbeiten k&nnen

Sonstiges
* Feuchtigkeitskammer (nicht fur alle ELISA-Tests erforderlich)

* Selbsthaftende Plattenabdeckung fir Tests mit langen Inkubationszeiten, um

Verdunstung zu verhindern (nicht fur alle ELISA-Tests erforderlich)
* Inkubator oder Platten-Schuttler-Inkubator (nicht fur alle
ELISA-Tests erforderlich)

Es gibt eine groBe Auswahl

an Geraten. Beim Kauf eines
Plattenlesers rufen Sie den
Technischen Dienst von IDEXX

an, um sicherzustellen, dass der
Plattenleser mit der aktuellen IDEXX-
Software kommunizieren kann.

Mehrkanal-Pipette und Einkanal-Pipette

Halbautomatisiertes Waschsystem

eBiolek

Plattenleser
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Wartung und Kalibrierung der Gerate

Die Wartung und Kalibrierung Ihrer Laborausrustung ist auBerst wichtig, um
genaue und reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten.

Der Wartungs- und Kalibrierungsplan (Anhang D) kann als Richtlinie
verwendet werden. Passen Sie die WartungsmaBnahme an die Anzahl
der taglich durchgefihrten Tests in lhrem Labor an. Nehmen Sie stets die
Bedienungsanleitung fir Empfehlungen zu Ihren Geraten zur Hand.

Kalibrierungsprotokolle

Die Gerate mussen stets richtig kalibriert sein. Gerate, die nicht kalibriert
sind, kénnen falsche oder ungenaue Ergebnisse zur Folge haben.

Befolgen Sie das Kalibrierungsprotokoll und die Kalibrierungsintervalle im
Wartungs- und Kalibrierungsplan (Anhang D) und den Anweisungen lhres
Herstellers als Richtlinie.

Optionen fir die Kalibrierung der Pipetten
* Fuhren Sie das in Anhang A dargestellte gravimetrische Verfahren durch.
* Verwenden Sie ein kommerzielles automatisiertes Kalibrierungssystem in
lhrem Labor.
» Senden Sie die Pipette an den Hersteller; siehe Benutzerhandbuch
fir Anweisungen.
* Senden Sie die Pipette an einen Pipettenkalibrierungsservice.

Die Pipetten zum Service zu senden ist dann nutzlich, wenn eine Reparatur oder
Wartung notwendig ist. Dies bietet jedoch nur eine begrenzte Qualitatskontrolle,
die erhdht werden kann, wenn die Pipetten intern kalibriert werden.

Die verwendete Pipettiertechnik und die Laborumgebung sind zwei wichtige
Variablen, die bestimmen, wie sich eine Pipette bei Verwendung im Labor
verhalt. Eine vollstandige Qualitatskontrolle muss diese Effekte quantitativ
bertcksichtigen. Nutzlich ist eine Methode, die eine regelmaBige, routinemaBige
Prifung Ihrer Pipettenleistung ermdglicht. Hierdurch kénnen auBerhalb

der Toleranz arbeitende Pipetten identifiziert werden. Driftet eine Pipette

aus dem Toleranzbereich, dann sollte diese zur Wartung bzw. Reparatur

an einen qualifizierten Dienstleister geschickt werden, da ansonsten lhre
Laborergebnisse und lhre Produktivitat gefahrdet werden.

Optionen zur Uberpriifung von Plattenlesern

* Fir den Uberprifungsprozess nehmen Sie bitte das Benutzerhandbuch des
Herstellers zur Hand.

* Wenden Sie sich an IDEXX, wenn Sie Fragen zur Verwendung einer
Kalibrierungs-/Uberpriifungsplatte haben.

Beschriften Sie lhre Pipetten mit
dem Kalibrierungsdatum und flihren
Sie Protokoll Gber die Kalibrierung
und Wartung all Ihrer Geréte.

Pipette mit Kalibrierungsaufkleber

Es wird empfohlen, dass das
Labor Spezifikationen fur die
Leistung von Mikropipetten auf
Grundlage der eigenen internen
oder Akkreditierungsstandards
festlegt. Als Richtlinie: Mikropipetten
und Mehrfach-Mikropipetten
mit einer Prazision von =10 %
flr Volumina <10l und =5 %
fur gréBere Volumina kénnen
verwendet werden.

8 ELISA - Technisches Handbuch



Handhabung und Vorbereitung der Reagenzien

Eingang von Tests

Wenn Sie lhren ELISA-Kit erhalten, empfehlen wir, das Eingangsdatum auf dem
Lagerkontrollblatt (siehe Anhang B) und auf den Paketen festzuhalten. Prifen
Sie den Kit auf Beschadigungen und bewahren Sie ihn bei Temperaturen laut
Packungsbeilage auf. Wenn Sie Tests aus Ihrem Lagerbestand verwenden,
sollten Sie die sogenannte FIFO-Methode (first in — first out) verwenden, d. h.
nehmen Sie zuerst die Tests, die zuerst verfallen. Die einzelnen Komponenten
verfallen moglicherweise spater als auf dem Etikett der auBeren Verpackung
angegeben. Halten Sie sich jedoch an das Verfallsdatum auf der &uBeren
Verpackung. Wenn Sie nur Teile des Tests verwenden, halten Sie das Datum
fest, an dem sie ihn angebrochen haben, sowie jedes weitere Mal, wenn sie
ihn verwenden.

Hinweis: Ein Test sollte nicht nach seinem Verfallsdatum verwendet werden, da
die Ergebnisse ungultig waren und nicht von IDEXX unterstutzt werden wurden.

Allgemeine Handhabung von Reagenzien

Lesen Sie die Packungsbeilage fur Richtlinien zur Handhabung und
Vorbereitung von Reagenzien. Fur einige Tests wird empfohlen, alle
Reagenzien und Platten vor der Verwendung auf Raumtemperatur (18 °C

bis 26 °C) zu bringen; bei anderen mussen nur bestimmte Reagenzien
Raumtemperatur besitzen missen. Wenn Sie einen Test auf Raumtemperatur
(18 °C bis 26 °C) bringen mussen, nehmen Sie ihn aus dem Kuhlschrank und
nehmen Sie die Komponenten mindestens 2-3 Stunden bevor Sie den Test
starten aus der Schachtel.

Ist die Raumtemperatur erreicht, sollten die Reagenzflaschen vor der
Verwendung durchmischt werden. Verwenden Sie fur das Abmessen samtlicher
Reagenzien ausschlieBlich sterile bzw. saubere Laborgerate. Messen Sie nur
so viel Reagenz ab, wie fur die Anzahl der fur den Test verwendeten Platten
notwendig ist. Dadurch wird die Integritat der Reagenzien sichergestellt.

Fullen Sie keine Reagenzien in das Original-Reagenzfldschchen zurtick.
Wir empfehlen dringend, Einweg-Pipetten und -GefaBe bei der Handhabung
von Reagenzien zu verwenden, um das Kontaminationsrisiko zu minimieren.
Wenn Sie sich jedoch entscheiden, ein Einweg-Gefal erneut zu verwenden,
verwenden Sie fUr jedes Reagenz ein separates GefaB und kennzeichnen Sie
dieses. Waschen Sie das Einweg-GefaB auBerdem nach jeder Verwendung
sorgfaltig mit deionisiertem oder destilliertem Wasser. Wechseln und entsorgen
Sie die Einweg-GefaBe so oft wie moglich. Verwenden Sie nie dasselbe Gefal3
flr Konjugat und Substrat, selbst wenn dieses gewaschen wurde.

REF| -3e3us LOT| SN | 12

Avian Leukosis Virus
Antibody Test Kit

IDEXX ALV-Ab

596 Well Puts Vertietungen/pocilos Jcavdados

leixe 8/21 2plates §/30

Beschriften Sie lhren Kit mit dem Datum, an
dem Sie ihn erhalten haben.

Die Kontamination von Reagenzien
kann |hre Testergebnisse
beeintrachtigen. Wenn Sie lhre
ReagenzgefaBe beschriften

und ein separates fur jedes
Reagenz verwenden, minimieren
Sie das Risiko.

wme

Beschriftete GefdRe
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Handhabung und Vorbereitung der Testkomponenten

Die meisten Testplatten werden einzeln mit einem Trockenmittel verpackt. Wird
nur ein Teil einer festen Platte verwendet, aspirieren Sie bitte samtliche in den
benutzen Testvertiefungen befindliche FlUssigkeit und decken Sie die benutzten
Vertiefungen mit Versiegelungsfolie ab. Bewahren Sie nicht verwendete Teile
von Platten mit mehreren Trockenmitteln in einem neuen wiederverschlieBbaren
Beutel auf. Wenn eine Streifenplatte verwendet wird, bringen Sie die ganze
Platte auf Raumtemperatur und verwenden Sie dann nur die benétigten
Streifen. Bewahren Sie den Rest in einem wiederverschlieBbaren Beutel mit
Trockenmittel auf.

ELISA-Tests konnen sensitiv auf extreme Temperaturen reagieren. Versuchen
Sie, eine Temperatur von 18 °C bis 26 °C beizubehalten. Vermeiden Sie

Tests unter oder in der Nahe von BelUftungen durchzufihren, da dies zu
UberméBiger Kuhlung, Erwarmung und/oder Verdunstung fuhren kann. Fuhren
Sie keine Tests in direktem Sonnenlicht durch, da dies zu UberméaBiger Hitze
und Verdunstung fuhren kann. Kalte Arbeitsflachen kénnen sich auf Ihren

Test auswirken; vermeiden Sie dieses Problem, indem Sie wahrend der
Inkubationsphase mehrere Papierticher oder anderes Isoliermaterial unter den
Testplatten platzieren.

Vergewissern Sie sich, dass der Probenverdinner und das Waschkonzentrat
vor der Verwendung auf Raumtemperatur (18-26 °C) sind. Dies sind in der
Regel die groBten Flaschen bei einem Test und erfordern die meiste Zeit, um
Raumtemperatur zu erreichen. Wenn das Waschkonzentrat nach Erreichen der
Raumtemperatur immer noch Kristallbildung zeigt, mischen Sie es durch, indem
Sie es mehrmals schwenken.

Die meisten Tests werden mit vorverdtunnten Kontrollen formuliert und sind
rekonstituiert. Manche mussen jedoch genauso verdunnt werden wie lhre
Probe. Die Kontrollen sollten der Platte mit derselben Methode und zur gleichen
Zeit hinzugefugt werden wie die Proben.

Wenn es der Test erfordert, dass Sie eine ,aktive” Konjugatlésung vorbereiten,
befolgen Sie unbedingt genau die Anweisungen. Bereiten Sie nur das vor,
was Sie unmittelbar benétigen, und lagern Sie Reste der Losung nicht fur eine
zukunftige Verwendung. Wenn Konjugate kontaminiert oder unangemessen
gelagert werden, kénnen sie ihre enzymatische Aktivitat verlieren oder eine
verstarkte Hintergrundfarbung verursachen. Bei den meisten Tests wird ein
gebrauchsfertiges Konjugat mitgeliefert.

Unsere ELISA-Tests beinhalten ein gebrauchsfertiges Substrat. Die chemische
Aktivitat des Substrats wird durch Lichteinwirkung oder Kontakt mit Metall
beeintrachtigt. Schutzen Sie diese Lésung, indem Sie sie bis zur Verwendung in
einem dunklen GefaB aufbewahren.

Verwenden Sie nur die Stoppldésung, die mit dem Test geliefert wird. Befolgen
Sie alle Sicherheitsanweisungen in der Packungsbeilage. Die Stopplésung
sollte vor der Verwendung Raumtemperatur haben. Wenn die Stopplésung
nach Erreichen der Raumtemperatur immer noch Kristallbildung zeigt, mischen
Sie sie durch, indem Sie sie mehrmals schwenken. Die Stopplésung kann bei
niedrigeren Temperaturen kristallisieren. Vergewissern Sie sich, dass sie vor der
Verwendung vollstandig geldst und klar ist.

Spezifische Details zum Test,
den Sie verwenden, finden Sie in
der Packungsbeilage.

Mischen Sie keine Komponenten
aus verschiedenen Chargen,
auch wenn es sich um ahnliche
Tests handelt. Dies kdnnte

Ihre Testergebnisse nachhaltig
verfalschen.

e ==
enshiles
&8 es avec de
| \ri!’ Ava™ Mit inakivierten ALV AntlkBrpem beschichtete Testplatien

P LS ozn® ez ‘4 04241-AAT23.
% wellsplate SR 25U 2025

P> \

VerschlieBen, beschriften und lagern Sie
teilweise verwendete Platten in einem Beutel
mit Trockenmittel.
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Qualitatskontrolle

Interne Kontrollen

Wir empfehlen interne Testkontrollen zur Uberwachung Ihrer ELISA-
Techniken und der Leistung der Tests im Laufe der Zeit.

Da Serumproben im Allgemeinen in kleinen Mengen eintreffen, missen die
Kontrollen durch Poolen von Proben hergestellt werden.

Befolgen Sie diese allgemeinen Schritte:

1. Sammeln Sie negative und positive Proben separat. Sobald
ausreichende Mengen vorhanden sind, werden &hnliche Proben gepoolt.
Mischen Sie die gepoolten Proben grindlich.

2. Fuhren Sie die serielle Verdinnung in kleinen Mengen positiver
Serumproben in negativem Serum durch.

3. Testen Sie jede Verdinnungsstufe gemal dem Standardtestprotokoll
(dieselbe Probenverdinnung wie in der Packungsbeilage beschrieben).
Wahlen Sie diejenige Verdinnungsstufe aus, die den von lhnen fur das
Monitoring vorgesehenen Probe-zu-Positivkontrolle (P/PK) oder Probe-
zu-Negativkontrolle (P/NK) Werten am nachsten kommt. Stellen Sie von
dieser Verdunnungsstufe groBe Mengen her.

4. Filtern Sie die vorbereiteten Kontrollen unter Verwendung einer
0,45-micron Filtermembran; Sie kdnnen anschlieBend (optional) eine
weitere Filterung mit einer 0,20-micron Filtermembran vornehmen.

5. Aliquotieren Sie die frisch hergestellte interne Kontrolle in luftdichten
Rohrchen, beschriften Sie sie und notieren Sie das Datum und lagern Sie
die Rohrchen gefroren bei -20 °C bis -80 °C, falls moglich.

6. Notieren Sie alle Informationen.

Zur Verwendung dieser Kontrolle, tauen Sie die Probe auf, mischen und
verdinnen Sie sie genauso wie eine normale Probe. Lassen Sie die
Kontrolle auf jeder Platte neben den Testkontrollen mitlaufen. Frieren Sie
Ihre interne Kontrolle nicht wieder ein. Sie kdnnen sie bis zu 5 Tage bei
4 °C aufbewahren.

Tragen Sie lhre Ergebnisse in einem Kontrollsystem, in der IDEXX-Software
oder im Laborkontrollblatt (Anhang C) ein und halten Sie sie graphisch fest
oder benutzen Sie den internen Bericht zum Kontrollverlauf in der
IDEXX-Software. Jede Variation und jeder Trend sollte Sie dazu
veranlassen, lhre Technik und Ihre MaBnahmen zur Qualitatskontrolle einer
Prifung zu unterziehen.

Temperaturiiberwachung

Protokollieren und kontrollieren Sie die Temperatur wahrend jedes Tests.
Wenn die Raumtemperatur in Ihrem Labor von morgens bis nachmittags
schwankt, dann dokumentieren Sie dies bitte auf Ihrem Kontrollblatt. Wenn
die Umweltbedingungen schwer kontrollierbar sind, ist die Verwendung
einer Temperaturkontrollkammer fur die Inkubation lhrer Platten zu
empfehlen. Durch die Verwendung von ELISA Plattendeckeln lassen sich
Verdunstungen und versehentliche Verschuttungen vermeiden.

Qualitatskontroll-Check

Verwenden Sie den Qualitatskontrolle Quick Check (Anhang E) zur
Identifizierung und Behebung von Problemen.
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Handhabung von Proben

Qualitat eingesandter Proben

Die Qualitat der Probe kann einen signifikanten Einfluss auf die endgultigen
Testergebnisse haben. Die meisten Labore kdnnen sich die Qualitat eingesandter
Proben nicht aussuchen. Vielfach kompensiert die Probenverdinnung Variationen
in der Probenqualitat.

Eine starke Kontamination mit Pilzen oder Bakterien kann die in der Probe
enthaltenen Antikdrper oder andere Proteine negativ beeinflussen und eine
unerwlnschte Auswirkung auf die Testergebnisse haben. Wenn die Probenqualitat
zu schlecht ist, ist die Anforderung einer frischen Probe sehr zu empfehlen, sofern

dies maglich ist.
Blutprobe

Entnehmen Sie die
Probe aus dem
Serumproben mit geringgradiger Hamolyse (hellrote Farbe) und mittelgradiger angegebenen Bereich.

Lipamie (milchig erscheinendes Aussehen) kdnnen wenig oder gar keine
Auswirkung auf den ELISA-Test haben. Vermeiden Sie die Verwendung von stark
hamolytischen (dunkelroten) oder stark lipamischen Proben. Lesen Sie in lhrer
Packungsbeilage nach. Bei geronnenem Serum muss darauf geachtet werden,
dass kein geronnenes Material oder Blutzellen aspiriert werden.

Serum-/Plasmaproben

Milchproben

Bitte beachten Sie die Packungsbeilage, um zu tberprufen, ob Vollmilch und/oder
entrahmte Milch als Proben verwendet werden kénnen oder nicht. Im Allgemeinen
kénnen Vollmilch-Proben nach der Zentrifugation fur 15 Minuten bei 2.000 x g oder
nach einer Nacht im Kuhischrank bei 2 °C-8 °C verwendet werden. Die verwendete
Probe sollte aus dem Bereich unterhalb der Rahmschicht entnommen werden.
Diese Probenentnahmepraxis kann weltweit variieren. In einigen Regionen wird die
Vollmilchprobe zuerst grundlich gemischt, bevor die Probe gezogen wird. Beachten
Sie die Packungsbeilage, um festzustellen, ob der Test bei der Verwendung von
Vollmilchproben Einschréankungen hat.

Speichelflissigkeiten

Pipettieren Sie nicht das Sediment von diesen Proben, da dies schwierig zu
pipettieren sein kann und zu unerwarteten Ergebnissen fuhren kann.
Ohrstanzen

Beachten Sie die Packungsbeilage hinsichtlich Einweichlésung und -zeiten.
Pipettieren Sie keine Ablagerungen oder Haare, da diese zu unerwarteten
Ergebnisse fuhren kénnen.

Andere Probentypen

In der Packungsbeilage finden Sie Instruktionen fur die Handhabung,
Vorbereitung und Lagerung anderer Probenarten (z. B. Albumin, Kloakentupfer,
Vollblut, andere Gewebe).

Hinweis: Zum Poolen oder Erkennen einer positiven Probe in einer bestimmten
StichprobengroBe (z. B. 1 von 250), siehe die spezifische Packungsbeilage.
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Handhabung von Proben (Fortsetzung)

Lagerung von Proben

Stellen Sie sicher, dass die Proben korrekt gelagert werden. Im Allgemeinen
sollten Serumproben im Kihlschrank bei 2-8 °C und nicht langer als 5 Tage
gelagert werden. Ist eine Lagerung der Proben Uber einen langeren Zeitraum
erforderlich, sollten geronnene Proben abpipettiert und bei mindestens -20
°C eingefroren werden. Alle gelagerten Proben mussen korrekt beschriftet
und versiegelt sein, um Verdunstungen zu vermeiden. Eine Kristallisation ist
Anzeichen einer Lyophilisation (Konzentration der Probe). Sie kommt haufig bei
Gefrierschranken mit Abtauautomatik vor. Eine Lyophilisation sollte vermieden
werden, da sie die Probenintegritat mit hoher Wahrscheinlichkeit gefahrdet.
Es wird empfohlen, wiederholtes Auftauen/Einfrieren zu vermeiden, damit die
Leistung nicht beeintrachtigt wird. Milchproben werden am besten mit einem
Konservierungsmittel wie Bronopol gekuhlt gelagert. Ohrstanzen oder ganze
Ohren kénnen fur die Langzeitverwendung bei -20 °C eingefroren und erneut
verwendet werden.

Verwendung gefrorener Proben

Gefrorene Proben kénnen bei Raumtemperatur oder im Kihlschrank aufgetaut
werden. Alle aufgetauten Proben mussen vor der Verdinnung grundlich
durchmischt werden, um sicherzustellen, dass die Proteine gleichmaBig in der
gesamten Probe verteilt sind. Durchmischen Sie die Probe vorsichtig durch
mindestens funfmaliges Vortexen oder Invertieren. Schaumbildung oder ein zu
starkes Mischen von Proben fUhrt zu einer Denaturierung der Serumproteine.

Vermeiden Sie wiederholtes Auftauen
und Wiedereinfrieren, da die in der Probe
enthaltenen Antikérper oder Antigene
hierdurch geschadigt werden kénnen.
Wir empfehlen nicht mehr als 3-5 Zyklen.

Leichte Himolyse

Starke Hamolyse

Nicht durchmischte,
aufgetaute Probe. Die
Proteine setzen sich unten
im Rohrchen ab; die Probe
muss vor der Entnahme
durchmischt werden.
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Pipettiermethoden

Die beiden fur den ELISA-Test verwendeten Pipettiermethoden sind das
Standardpipettieren (Vorwartspipettieren) und das reverse Pipettieren
(Ruckwartspipettieren). Nicht alle Pipetten sind jedoch fur das reverse
Pipettieren geeignet. Entsprechende Einzelheiten finden Sie in der
Bedienungsanleitung der von lhnen verwendeten Pipette.

Es wird empfohlen, Standard- (Vorwarts-)Pipettieren flr die Vorbereitung
von Probenverdinnungen und das reverse Pipettieren fur die Zugabe von
Reagenzien zu verwenden.

Ein sorgfaltiges Pipettieren ist fur genaue Testergebnisse entscheidend.
Machen Sie sich mit der Pipette und mit den beiden Pipettiermethoden
vor der Testdurchflhrung vertraut. Stellen Sie sicher, dass Sie die richtige
Pipette und Pipettenspitze (Volumenkapazitat) fir das zu transferierende
Volumen verwenden.

Pipettiertechnik

1. Ziehen Sie das kalibrierte Probenvolumen in die Pipettenspitze auf. Streifen
Sie Uberschussige Flussigkeit (Tropfen) an der Pipettenspitze ab.

2. Berthren Sie dazu das Reagenzglas seitlich mit der Pipettenspitze.

3. Prufen Sie, ob Sie das korrekte Probenvolumen in die Pipettenspitze
aspiriert haben.

Wenn Sie eine Mehrkanal-Pipette verwenden und die Vertiefungen auf Ihrer

Platte leer sind, positionieren Sie die Spitzen in die untere Ecke jeder Vertiefung. 9 4
Wenn die Vertiefungen auf Ihrer Platte Flussigkeit enthalten, positionieren Sie die //
Spitzen Uber der Flussigkeit.

Korrektes Pipettieren

* Korrekte Position zum Aufpipettieren von Reagenzien in leere Vertiefungen mit
einer Mehrkanalpipette: am unteren Rand jeder Vertiefung

* Korrekte Position zum Aufpipettieren von Reagenzien in mit Flussigkeit
gefulite Vertiefungen mit einer Mehrkanalpipette: oberhalb der Flussigkeit

e /

14 ELISA - Technisches Handbuch




Pipettiermethoden (Fortsetzung)

Standard- (Vorwarts-)Pipettieren und Probenvorbereitung

1.

Setzen Sie eine neue Pipettenspitze auf eine Einkanalpipette und vergewissern Sie sich, dass die Spitze fest aufsitzt.

2. Drucken Sie den Kolben bis zum ersten Anschlag.

. Einige Hersteller empfehlen, die Pipettenspitze zunachst durch Aspiration und Abpipettieren eines Probenvolumens

anzufeuchten. Schauen Sie daher in der Bedienungsanleitung lhrer Pipette nach.

. Ziehen Sie das kalibrierte Probenvolumen in die Pipettenspitze auf und warten Sie eine Sekunde, wobei Sie die

Pipettenspitze noch in der Probe belassen. Achten Sie jedoch darauf, dass die Pipettenspitze nicht zu tief in die
Probe eintaucht.

. BerUhren Sie das Probengefal3 seitlich mit der Pipette, um Uberschussige, auBen an der Pipette haftende

ProbenflUssigkeit abzustreifen.

. Pipettieren Sie die Probe in den zuvor abgemessenen Probenverdinner, indem Sie den Kolben Uber den ersten Anschlag

hinaus bis zum zweiten Anschlag dricken. Achten Sie dabei darauf, dass Sie die Pipettenspitze nicht zu tief in den
Probenverdlnner eintauchen.

Bei Proben mit einem Volumen von 10 ul oder weniger: Spulen Sie die Pipettenspitze nach dem Pipettieren der Probe in den
Probenverdlnner vor Abwerfen der Pipettenspitze durch 2-3-maliges Herunterdricken des Kolbens.

. Mischen Sie die Proben vor dem Aufpipettieren auf die Platte mithilfe einer Mehrkanalpipette, indem Sie den Kolben

3-6-mal herunterdricken.

. Werfen Sie die Pipettenspitze in einen Abfallbehalter ab.

Reverses Pipettieren mit einer Mehrkanalpipette

1.

Setzen Sie neue Pipettenspitzen auf die Pipette auf. Vergewissern Sie sich, dass die Spitzen fest und gerade aufsitzen.

2. Drucken Sie den Kolben Uber den ersten Anschlag hinaus bis halbwegs zum zweiten Anschlag.

6.
7.

. Ziehen Sie die Flussigkeit langsam auf. Achten Sie dabei darauf, dass sich in den Pipettenspitzen keine Luftblasen bilden.

Prifen Sie, ob in allen Pipettenspitzen gleiche Volumina vorhanden sind.

. Berthren Sie das ReagenzgefaB seitlich mit den Pipettenspitzen, um auBen an den Pipettenspitzen haftende,

Uberschussige Flussigkeit zu entfernen.
a. Wenn die Vertiefungen auf Ihrer Platte leer sind, positionieren Sie die Spitzen an den unteren Rand jeder Vertiefung.
b. Wenn die Vertiefungen auf Ihrer Platte Flussigkeit enthalten, positionieren Sie die Spitzen oberhalb der Flussigkeit.

. Pipettieren Sie die Flussigkeit langsam in die Vertiefungen, indem Sie den Kolben bis zum ersten Anschlag herunterdrtcken.

Achten Sie dabei darauf, dass die FlUssigkeit nicht aus der Vertiefung herausspritzt, und dass keine Tropfen an den
Pipettenspitzen verbleiben.

Fur eine Wiederholung des Vorganges halten Sie den Kolben am ersten Anschlag gedrtckt und fahren Sie mit Schritt 3 fort.

Werfen Sie die Pipettenspitze in einen Abfallbehalter ab.

Hinweis: Beim reversen Pipettieren wird mehr Reagenz/Volumen verbraucht (= , Totvolumen®).

Automatisierte Verdiinnungssysteme und kompetitive Tests

Bei automatisierten Systemen und Tests, die mit unverdinnten Proben Automatisierte Gerate bendtigen
oder niedrigen Verdunnungsfaktoren arbeiten, kann die Probe direkt in die mehr Reagenz/Volumen als
Vertiefungen der beschichteten Platten gegeben werden. halbautomatisierte. Beachten Sie

Gehen Sie wie folgt vor:
1.
2.
3.

die Herstellerempfehlungen fur die
Reinigung und Vorbereitung Ihres
Geben Sie den Probenverdinner auf die Platte. Systems. Das , Totvolumen* kann mit

Ftigen Sie die Probe hinzu. Hilfe des Herstellers optimiert werden.

Mischen Sie beides durch leichtes Beklopfen der Platte oder
wiederholtes Pipettieren.
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Zeitplan von ELISA-Platten

Proben und Kontrollen hinzufiigen

Die Inkubationen fur die Testplatten sollten so genau wie moglich geplant sein.
Normalerweise erfordert der Vorgang, Proben zu der Platte hinzuzufugen, die
meiste Zeit. Wenn Sie Proben auf die Platte aufpipettieren ist es wichtig, dass
die Zeit zwischen dem Aufpipettieren der ersten bis zur letzten Probe minimiert
wird, damit die Ergebnisse nicht durch Unterschiede in der Inkubationszeit
beeintrachtigt werden.

Zur Minimierung der Zeitunterschiede zwischen Kontrollen und Proben kénnen
Sie Ihre Kontrollen in ein Reagenzglas geben und den Reagenzglasstander
neben lhre Proben stellen. Verwenden Sie zum Aufpipettieren eine
Mehrkanalpipette und geben Sie die Kontrollen gleichzeitig mit den Proben auf
die Platte.

Test mit mehreren Platten

Fur die Zeitsteuerung mehrerer Platten ist es wichtig, das Zeitintervall
zwischen der ersten und der letzten Platte im Auge zu behalten. Halten Sie die
ChargengroBen klein genug, damit sich die Prozesse nicht Gberschneiden.

Es ist nicht sinnvoll, dass Sie eine Platte bereits waschen, wenn gleichzeitig
auf eine andere Platte Konjugat aufpipettiert werden muss. Verwenden Sie
moglichst fur jede Platte einen separaten Timer.

Stellen Sie die Kontrollen neben
die Proben und verwenden Sie
zum gleichzeitigen Aufpipettieren
eine Mehrkanalpipette, um die
Zeitdifferenzen fir die Inkubation
zwischen Kontrollen und Proben
Zu minimieren.

Bei Inkubation mehrerer Platten mehrere
Timer verwenden.
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Waschen der ELISA-Platten

Automatisierte oder halbautomatisierte Systeme

Im Allgemeinen ist der durch ein automatisiertes oder halbautomatisiertes,

gut funktionierendes System durchgeflihrte Waschvorgang gleichmaBiger als
das manuelle Waschen. Vergewissern Sie sich, dass alle Dispensiernadeln die
Waschlésung in einem runden, gleichmaBigen Strahl abgeben und dass alle
Ansaugstutzen die Flussigkeit einheitlich aspirieren.

Sorgen Sie daflr, dass lhr Waschsystem korrekt gereinigt und gewartet wird.
Beziehen Sie sich auf den Abschnitt Wartung und Kalibrierung der Gerate in
diesem Leitfaden (Seite 8) und Ihr Benutzerhandbuch fur eine ordnungsgemaBe
Wartung. Die Waschtechnik sollte fur alle Platten und innerhalb einer Platte

von Reihe zu Reihe immer gleich sein. Vermeiden Sie langere Einweichzeiten,
auBer wenn eine solche langere Einwirkzeit in der Packungsbeilage speziell
empfohlen wird.

Bereiten Sie die Waschlésung wie in der Packungsbeilage angegeben vor.
Verwenden Sie ausschlieBlich die im Test enthaltene Waschlésung.

Vor Aufbringen der Waschlésung auf die Platte missen vorhandene Reagenzien
von der Platte abpipettiert werden.

Folgen Sie den spezifischen Empfehlungen in der Packungsbeilage hinsichtlich
der Anzahl von Waschvorgangen bei jedem Schritt des Tests. Die meisten Tests
bendtigen ungefahr 300-350 ul pro Vertiefung und Waschvorgang. Achten Sie
darauf, dass die Flussigkeit nicht Gber den Rand der Vertiefung Gberlauft. Sollte
dies dennoch passieren, kann der Test ungultige Ergebnisse liefern.

Die Platte darf zwischen den Waschvorgangen und unmittelbar vor Zugabe des
nachsten Reagenzes auf keinen Fall austrocknen.

Nach der abschlieBenden Aspiration werden verbleibende Flussigkeitsreste auf
mehreren Lagen von absorbierendem Material ausgetupft.

Bei der Untersuchung von Milch, Albumin oder Vollblut mussen die Vertiefungen
besonders sorgfaltig inspiziert werden. Die genannten Probentypen enthalten
Proteine oder Fett und sind daher manchmal schwieriger aus den Vertiefungen
auszuwaschen. Es ist dann die als Maximum angegebene Anzahl an
Waschvorgangen notwendig. Wenn sie nicht gut ausgewaschen wurden, kénnte

dies zu einem erhohten Hintergrund und/oder falsch positiven Ergebnissen flhren.

Prifen Sie die Papiertlicher nach
dem Ausklopfen der Platten auf
Farbreste. Farbreste kbnnen

ein Hinweis darauf sein, dass

der Waschvorgang nicht korrekt
durchgeftihrt wurde und sich in und
um die Vertiefungen noch Reste von
Reagenzien befinden.

Mikrobielles Wachstum im Schlauch des
Waschsystems konnte das Waschen der Platte
beeintrdchtigen und einen erhohten Hintergrund
und/oder ein falsch positives Ergebnis hervorrufen.
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Waschen der ELISA-Platten (Fortsetzung)

Manuelle oder halbmanuelle Systeme

Arbeiten Sie schnell, damit die Zeit zwischen dem Waschen der ersten

Vertiefung/Reihe bis zum Waschen der letzten Vertiefung/Reihe moglichst kurz

ist. Bei zu langen Zeitintervallen kdnnen die leeren Vertiefungen austrocknen
und die letzten Vertiefungen inkubieren langer als die ersten Vertiefungen.

Vergewissern Sie sich, dass samtliche FlUssigkeit aus den Vertiefungen
abgezogen wird, indem Sie die Aspirationsnadeln 1 mm Uber dem Boden
der Platte positionieren. Das Ankratzen der Plattenoberflache muss dabei
vermieden werden, da sonst die an die Plattenoberflache gebundenen
Antigene/Antikdrper entfernt werden und der Test dann ungleichmaBige
bzw. ungenaue Ergebnisse liefert. Im Anschluss an die Aspiration durfen die
Vertiefungen bis zur Zugabe des nachsten Reagenzes nicht austrocknen.

Nach dem Ausklopfen der Platten werden die PapiertUcher auf Farbreste
gepruft. Farbreste kdnnen ein Hinweis darauf sein, dass der Waschvorgang
nicht korrekt durchgefuhrt wurde und sich in und um die Vertiefungen noch
Reste von Reagenzien befinden.

g N i -

Uberflutete Platte; die Kontamination anderer
Vertiefungen kann die Folge sein.

Richtige Positionierung der Nadeln des
manuellen Waschgerdtes zur Abgabe
von Waschlosung.
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Ablesen der Platte und Datenmanagement

Ablesen der Platten

Der letzte Schritt in einem ELISA-Test ist es, die Ergebnisse zu lesen und

zu interpretieren. Bei den meisten Tests wird die optische Dichte (Menge

der Farbung) der Losung auf der Platte mit einem Spektralphotometer
abgelesen, haufig als ,Plattenleser” bezeichnet. Plattenleser gibt es in vielen
Modellvarianten von verschiedenen Herstellern; Einzelheiten finden Sie in der
Bedienungsanleitung des Herstellers.

Die Packungsbeilage gibt an, welche Wellenlange fur den Test bendtigt wird.

Bei den meisten Tests wird die Absorption bei 450 nm oder 650 nm bestimmit.

In der Regel sind die Tests unter Verwendung eines Plattenlesers mit einem
650-nm-Filter optimiert. Die Verwendung von 630-nm- oder 620-nm-Filtern senkt
die optischen Dichte (OD) sowohl der Kontrollen als auch der Proben, jedoch
auf der gesamten Platte. Die Verwendung dieser alternativen Filter hat keinen
Einfluss auf die Testergebnisse.

Die Platten sollten so bald wie méglich nach der Zugabe der Stopplésung
abgelesen werden. Bei zu groB3en Zeitintervallen zwischen der Beendigung der
Reaktion mittels Stopplésung und dem Ablesen kdnnen die Absorptionswerte
eine Abweichung anzeigen.

Datenmanagement

IDEXX bietet Ihnen eine Software, die Sie bei der Sammlung und Verwaltung
der Daten lhrer ELISA-Tests unterstitzt. Die Software ist mit den meisten
Plattenleser kompatibel, um die optische Dichte an den Computer zu senden
und die Ergebnisse zu berechnen. Ein Vertreter des technischen Serviceteams
von IDEXX kann lhnen dabei helfen, mehr Gber diese Software und zugelassene
Plattenleser zu erfahren.

$sBiolek
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ELISA-Fehlerbehebung

Die folgenden Informationen sollen Ihnen dabei helfen, Fehler bei der Durchfuhrung lhres ELISA-Tests zu identifizieren und zu
beheben. Wenn Sie Hilfe bendtigen, kontaktieren Sie bitte Ihre Kontaktperson beim IDEXX Technischen Kundendienst.

Hinweis: Die hier beschriebenen Probleme treffen maglicherweise nicht auf alle ELISA-Tests zu, da die
Leistungsanforderungen je nach Test variieren. Lesen Sie daher unbedingt die Packungsbeilage.

Starke Hintergrundfarbung oder ubermaBige Farbentwicklung (hohe optische Dichtewerte [OD])

Mdgliche Ursachen Empfohlene MaBnahmen

Schlechte Wasserqualitéit des fiir das Waschen  Uberpriifen Sie die Wasserqualitit. Wenn diese fraglich ist, ersetzen Sie das fiir das

oder fiir die Vorbereitung der Waschlésung Waschen der Platte oder die Vorbereitung der Waschlosung verwendete Wasser durch ein

verwendeten Wassers. anderes, z. B. durch destilliertes Wasser in Flaschen.

Die Substratlésung ist verfallen. Vergewissern Sie sich, dass das Substrat farblos ist, bevor Sie es auf die Platte
hinzufiigen.

Das Waschen war unzureichend oder Versuchen Sie, die hochste Anzahl an empfohlenen Waschvorgangen fiir den Test zu

der Waschautomat wies eine schlechte verwenden. Stellen Sie sicher, dass minqestens 350 ul der Waschlgsung pro Vertiefung

Leistung auf. pro Waschvorgang abgegeben werden. Uberpriifen Sie die Funktion des Waschsystems.

Geben Sie das Waschsystem zur Reparatur, falls Anschlussstutzen tropfen oder die
Abgabe und Aspiration nicht korrekt funktioniert.

Das Waschsystem ist mikrobiell kontaminiert. ~ Entfernen Sie die mikrobielle Kontamination. Spiilen Sie das System dazu zunéchst
mit einer Tergezyme-L6sung und anschlieBend mit groBen Mengen destilliertem oder
deionisiertem Wasser. Bereiten Sie das System vor dem Gebrauch mit der entsprechenden
Waschlosung vor. Der Schlauch muss mdglicherweise getauscht werden, wenn die
Kontamination stark ist.

Das Waschsystem war mit einer anderen Vergewissern Sie sich, dass jede einzelne Waschldsung korrekt beschriftet ist. Spiilen Sie
Waschldsung gefillt. das System griindlich, bevor Sie eine andere Waschlosung auffiillen.

Der Plattenleser hatte eine Fehlfunktion oder Priifen Sie die Funktion des Plattenlesers mithilfe einer Kalibrierungsplatte und priifen
war nicht korrekt eingestellt; dies ist eine Sie die Ausrichtung der Lampe. Priifen Sie falls notwendig den Einblendevorgang, und
mdgliche Ursache fiir hohe OD-Werte bei wiederholen Sie das Einblenden.

gleichzeitig schwacher Farbreaktion.

Die Laborraumtemperatur war zu hoch. Halten Sie die Raumtemperatur zwischen 18 °C—26 °C. Vermeiden Sie die Durchfiihrung
von Tests in der Ndhe von Warmequellen, in direktem Sonnenlicht oder unter Beliiftungen.

Reagenzien wurden mit anderen Stellen Sie sicher, dass die richtigen Reagenzien verwendet wurden, alle Lésungen korrekt
Tests gemischt, kontaminiert oder vorbereitet wurden und keine Kontamination vorliegt.
falsch vorbereitet.
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ELISA-Fehlerbehebung (Fortsetzung)

Unzureichende Farbentwicklung (niedrige optische Dichtewerte [OD])

Madgliche Ursachen Empfohlene MaBnahmen

Die Laborraumtemperatur war zu niedrig.

Die Waschldsung wurde falsch
vorbereitet oder es wurde die falsche
Waschldsung verwendet.

Das Waschsystem war mikrobiell

kontaminiert oder hat eine andere
Waschldsung enthalten.

Es wurden zu viele Waschzyklen
durchgefiihrt.

Die Inkubationszeiten waren zu kurz.

Reagenzien und Platten waren zu Kalt.

Reagenzien waren abgelaufen oder mit

anderen Chargennummer durchmischt.

Ein falsches Konjugat wurde verwendet oder
ein Konjugat wurde falsch vorbereitet oder

ist abgelaufen.

Die Testplatte wurde bei der falschen

Wellenlange abgelesen, oder der Plattenleser

funktionierte nicht korrekt.

Die Positivkontrolle wurde verdinnt (nur fiir

das indirekte Format).

UbermaBige Testbelastung trat auf.

Halten Sie die Raumtemperatur zwischen 18 °C—26 °C. Vermeiden Sie die Durchfiihrung
von Tests unter Liftungsschlitzen von Klimaanlagen oder in der Nahe von kalten Fenstern.

Achten Sie darauf, die fiir das Kit empfohlene Losung zu verwenden und dass sie
korrekt vorbereitet ist. Beschriften Sie jede einzelne Losung, um eine falsche Verwendung
zu vermeiden.

Entfernen Sie die mikrobielle Kontamination. Spiilen Sie das System dazu zundchst

mit einer Tergezyme-LAsung und anschlieBend mit groBen Mengen destilliertem oder
deionisiertem Wasser. Bereiten Sie dann das System mit der entsprechenden Waschldsung
vor. Vergewissern Sie sich, dass jede einzelne Waschldsung korrekt beschriftet ist. Spiilen
Sie das System griindlich, bevor Sie eine andere Waschlésung auffiillen.

Bleiben Sie im empfohlenen Bereich fiir die Anzahl der Waschzyklen. Versuchen Sie, die
niedrigste Anzahl an empfohlenen Waschvorgéngen fiir den Test zu verwenden.

Befolgen Sie das Protokoll hinsichtlich Inkubationszeiten. Uberwachen Sie die Zeiten fiir
jede Platte individuell, damit die Inkubationszeiten genau eingehalten werden.

Stellen Sie sicher, dass die Platten und Reagenzien Raumtemperatur haben, indem Sie
sie mindestens 2—3 Stunden vor Beginn des Tests aus dem Kiihlschrank nehmen und die
Testkomponenten aus dem Karton.

Uberpriifen Sie die Verfallsdaten und Chargennummern auf den Reagenzien.

Priifen Sie, ob das mit dem Test mitgelieferte Konjugat verwendet wurde. Alle Konjugate
sind test- und chargenspezifisch. Wenn die Vorbereitung einer Konjugatlésung erforderlich
ist, stellen Sie sicher, dass korrekte Volumina von Konzentrat und Verdiinner verwendet
werden. Bereiten Sie die Losung nicht zu friih vor, und bewahren Sie keine Losungsreste
fiir eine eventuelle spatere Verwendung auf. Bei gebrauchsfertigem Konjugat ist darauf

zu achten, dass lediglich die aktuell bendtige Menge entnommen wird. Nicht bendtigte
Volumina diirfen nicht in die Vorratsflasche zuriickgegossen werden.

Uberpriifen Sie die richtige Wellenlange fiir den Test und lesen Sie die Platte noch einmal
ab. Priifen Sie die Kalibrierung des Plattenlesers und die Ausrichtung der Lampe.

Verdiinnen Sie die Kontrollen nur dann, wenn dies in der Packungsbeilage ausdriicklich
vorgeschrieben wird.

Uberpriifen Sie, wie oft der Test aus dem Kiihlschrank entnommen und wieder
zuriickgestellt wurde. Finden Sie heraus, ob der Test zu lange auf der Lagerrampe oder in
einem anderen Bereich gestanden hat oder ob er extremen Temperaturen ausgesetzt war.
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ELISA-Fehlerbehebung (Fortsetzung)

Replikate innerhalb einer Platte zeigen eine schlechte Reproduzierbarkeit

Magliche Ursachen

Das Hinzufiigen von Proben, Kontrollen
oder Reagenzien auf die Testplatte hat zu
lange gedauert.

Die Mehrkanal-Pipette funktionierte
nicht ordnungsgemab.

Der Waschvorgang war ungleichmaBig oder
das Waschsystem hatte eine Fehlfunktion.

Die Verteilung von Antikorpern in der Probe
war schlecht.

Empfohlene MaBinahmen

Stellen Sie sicher, dass alle Materialien fertig sind und bereitstehen, um schnell verwendet
zu werden. Verwenden Sie eine Mehrkanal-Pipette, um Reagenzien gleichzeitig zu
mehreren Vertiefungen hinzuzufiigen. Stellen Sie Kontrollen im Gestell auf und tragen Sie
sie zur gleichen Zeit wie die Proben auf die Platte auf.

Uberpriifen Sie die Kalibrierung der Pipette und priifen Sie den festen Sitz der
Pipettenspitzen. Vergewissern Sie sich, dass alle Pipettenkandle gleiche Volumina
aufziehen und abgeben.

Uberpriifen Sie die Funktion des Waschsystems. Geben Sie das Waschsystem zur
Reparatur, falls Anschlussstutzen tropfen, oder die Abgabe und Aspiration nicht
korrekt funktioniert.

Wenn die Probe aufgetaut oder gekiihlt war, vergewissern Sie sich, dass sie vor der
Verdiinnung durchgemischt wurde. Verdiinnte Proben miissen ebenfalls durchmischt
werden, bevor sie auf die Platte aufpipettiert werden.

Keine Farbentwicklung

Magliche Ursachen

Reagenzien wurden in der falschen
Reihenfolge verwendet oder ein Testschritt
wurde ausgelassen.

Die Proben wurden nicht zum
Probenverdiinner hinzugefiigt (nur fir das
indirekte Format).

Ein falsches Konjugat wurde verwendet oder
ein Konjugat wurde falsch vorbereitet oder
ist abgelaufen.

Empfohlene MaBnahmen

Lesen Sie das Testprotokoll in der Packungsbeilage und wiederholen Sie den Test.

Vergewissern Sie sich, dass die Proben dem Verdiinner hinzugeftigt wurden.

Priifen Sie, ob das mit dem Test mitgelieferte Konjugat verwendet wurde. Alle Konjugate sind
test- und chargenspezifisch. Wenn die Vorbereitung einer Konjugatlosung erforderlich ist,
stellen Sie sicher, dass korrekte Volumina von Konzentrat und Verdiinner verwendet werden.
Bereiten Sie die Losung nicht zu friih vor, und bewahren Sie keine Losungsreste fir eine
eventuelle spatere Verwendung auf. Bei gebrauchsfertigem Konjugat ist darauf zu achten,
dass lediglich die aktuell benotige Menge entnommen wird. Nicht benétigte Volumina diirfen
nicht in die Vorratsflasche zuriickgegossen werden.
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ELISA-Fehlerbehebung (Fortsetzung)

Schlechte Reproduzierbarkeit von Platte zu Platte

Magliche Ursachen Empfohlene MaBinahmen
Uneinheitliche Inkubationszeiten von Platte Planen Sie jede Platte zeitlich separat, um sicherzustellen, dass die Platten gleichmaBig
zu Platte. inkubiert werden.

Ein uneinheitliches Waschverhalten trat auf Verwenden Sie fiir jede Platte dieselbe Anzahl von Waschvorgéngen. Uberpriifen Sie
der Platte auf. die Funktion des Waschsystems. Geben Sie das Waschsystem zur Reparatur, falls
Anschlussstutzen tropfen, oder die Abgabe oder Aspiration nicht korrekt funktioniert.

Die Pipette funktioniert nicht korrekt. Uberpriifen Sie die Pipettenkalibrierung. Vergewissern Sie sich, dass die Pipettenspitzen
fest aufsitzen, und dass alle Kanéle gleiche Volumina aufziehen und abgeben.

Kontrollen und Proben hatten Planen Sie ausreichend Zeit fiir das Erwarmen des Probenverdiinners, der Proben

unterschiedliche Temperaturen. und der Kontrollen auf Raumtemperatur ein, indem Sie sie aus der Schachtel nehmen.
GroBere Volumina erfordern eine ldngere Ausgleichszeit. Falls Sie zur Beschleunigung der
Aufwdrmung ein Wasserbad benutzen, muss dieses Raumtemperatur haben; verwenden
Sie keine warmen Wasserbader fiir Kontrollen, Proben oder Verdiinner.

Es wurden Reagenzien aus verschiedenen Falls Sie zwei verschiedene Chargen gleichzeitig benutzen, miissen alle Reagenziensténder
Chargen verwendet. etc. eindeutig beschriftet werden, damit die fir die einzelnen Platten verwendeten
Reagenzien alle aus einer Charge stammen.

Probenidentifikationsfehler oder Die Proben erneut testen oder neue Proben entnehmen.
-verwechslung.
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Anhang A: Gravimetrische Methode zur Pipettenkalibrierung

Material

* Pipette * Deionisiertes Wasser
* Analysenwaage * Wiegegefall

* Becherglas * Thermometer
Verfahren

1. Um fehlerhafte Ergebnisse aufgrund einer Verdunstung zu vermeiden, empfehlen wir, die analytische
Wagekammer mindestens 2 Stunden vor der Kalibrierung zu befeuchten. Dies kann durch Platzierung
eines kleinen, zur Halfte mit Wasser geflllten Becherglases in der Kammer und nachfolgendem
Verschluss aller KammertUren erfolgen.

2. Befolgen Sie die Anweisungen des Herstellers zur Reinigung der Pipetten vor der Kalibrierung.
3. Die Raumtemperatur sollte konstant bleiben, vorzugsweise 18 °C bis 26 °C, =0.5 °C.

4. Bringen Sie ein ausreichend groBes Volumen an deionisiertem oder destilliertem Wasser auf
Raumtemperatur und messen Sie anschlieBend die Temperatur.

5. Notieren Sie das Anfangsgewicht des WiegegefaBes oder stellen Sie die Waage auf null.

6. Pipettieren Sie Wasser in das WiegegefaB und notieren Sie das Gewicht. Benutzen Sie fur jedes
Pipettieren eine neue Pipettenspitze. Wiederholen Sie diesen Schritt 10-mal.

7. Berechnen Sie das bei jedem Vorgang abgegebene Volumen.

Berechnungen

1. Berechnen Sie das tatsachliche abgegeben Volumen wie folgt:

Volumen = Gewicht des Wassers

Wasserdichte
Wasserdichte bei 16 °C-21 °C = 0,998 mg/ul
Wasserdichte bei 22 °C-25 °C = 0,997 mg/ul

2. Berechnen Sie Mittelwert (M), Standardabweichung (SD) und Variationskoeffizient (CV) der
10 Volumina zur Bestimmung der Prazision der Pipette.

3. Berechnen Sie die Genauigkeit der Pipette wie folgt:

(1-[Differenz zwischen angegebenem und tatsachlichem Volumen/angegebenes Volumen]) x 100 = % Genauigkeit

Empfohlene Spezifikationen
1. Prazision: CV < 5,0 %
2. Genauigkeit: = 95 %

Beschriftung

Beschriften Sie die Pipette mit dem Datum der Kalibrierung, dem Kurzel der kalibrierenden Person, der
Prazision und der Genauigkeit. Notieren Sie diese Angaben fur die langerfristige Lagerung zuséatzlich in
einem Notiz- oder Labortagebuch.
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Anhang B: Lagerkontrollblatt

E wnjeps|jeap wnjepsGuebuig $)Sa] U3uajjeyJa 1ap Jyezuy Jawwnuuabieyy My-1sa1
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Laborkontrollblatt

anjesad | ajjomuoy | ajjonuoy | 3jjosuoy | 9joauoy | 3Sjjosuoy | Ijoauoy | usBWWNU s])sa] sap

uabunyJawuy 1a)1uysal

-wajwney | awiau| auayuj auJayu| auayuj -ANS0d | -Anebay -uayeld | Jawwnuuabiey)

Anhang C
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Anhang D: Wartungs- und Kalibrierungsplan

Verfahren

Jahrlich

Pipetten

Reinigung der AuBenseite

‘ Taglich ‘Wﬁchentlich‘ Monatlich ‘Vierteljéhrlich

Kalibrierung tiberpriifen

Reinigung Innenseite und O-Ringe

Verdiinner

System mit deionisiertem Wasser spiilen

System entleeren

Kalibrierung tiberpriifent

Spritzen einweichen

Uberpriifen/Austauschen der Schiduche

Uberpriifen

Austauschen

Waschsystem

System mit deionisiertem Wasser spiilen, wenn andere
Waschlosungen als deionisiertes Wasser verwendet werden
oder als ndchstes eine andere Waschlésung verwendet
werden soll

Klappen, Filter und Schaumbildung priifen

Aspirations- und Abgabenadeln auf Tropfen und
Verschmutzungen priifen

Schilduche und Flaschen auf mikrobielles Wachstum priifen

Dekontamination—System mit Bleich- oder Alkohollésung
oder Tergezyme spiilen’

Kalibrierung priifen—System entleeren

Reinigung der AuBenseite

Uberpriifen/Austauschen des Schlauchs

Uberpriifen

Austauschen

Plattenleser

Kalibrierungs-/Uberpriifungsplatte!

Einblenden der Lampe

Nach Austausch der Birne

Optik sdubern

Reinigung der AuBenseite

'Beachten Sie die spezifischen Instruktionen fiir Ihr Gerét und Modell in der Bedienungsanleitung. )
‘Bitte rufen Sie den IDEXX Technischen Kundendienst oder den Hersteller Ihres Plattenleser an, um Empfehlungen zu der Kalibrierungs-/Uberpriifungsplatte

zu erhalten.

27 ELISA - Technisches Handbuch




Anhang E: Qualitatskontrolle Quick Check

Die Uberwachung und Kontrolle der Leistung des Tests mithilfe von Qualitatskontrollblattern liefert Informationen
dartber, wann eine Fehlersuche/Fehlerbehebung notwendig ist. Unten sehen Sie eine Checkliste, die Sie bei
Problemen mit lhrem ELISA Uberprifen kénnen. Wenn Sie alle nachfolgenden Schritte befolgt haben und immer noch
Probleme mit Inrem Test haben, wenden Sie sich an den Vertreter des Technischen Kundendiensts von IDEXX vor Ort.

Gerate

| Lassen Sie die Geréate regelmaBig warten.
| Kalibrieren und reinigen Sie die Pipetten.

|| Kalibrieren Sie den Plattenleser.

|| Reinigen und warten Sie das Waschsystem.

Reagenzien

Kontrollieren Sie Ihre Lagerbestande—FIFO.
Uberpriifen Sie die Komponenten.

Bringen Sie die Reagenzien auf Raumtemperatur.
Vermeiden Sie Kontaminationen.

OO

Uberprufen Sie die richtige Lagerung.

Technik

Uberwachen Sie die Qualitat und Handhabung der Proben.

Uberprifen Sie die Vorbereitung der Reagenzien.

Uberpriifen Sie, ob die Proben ausreichend durchmischt werden.
Uberprifen Sie, ob korrekt pipettiert wird.

Uberpriifen Sie die Zeitplanung—gleichzeitige Tests mit mehreren Platten.

Uberpriifen Sie das Waschen der Testplatten.

[ I I B R B R B

Verwenden Sie interne Kontrollen—dokumentieren Sie die Ergebnisse.

Sonstiges

"] Uberwachen Sie die Labortemperatur.

] Verwenden Sie sterile Einweg-Artikel und GefaBe.
] Uberwachen Sie die Leistung des Tests.
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Hinweise
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