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Einfihrung

Das ,,Gute ELISA Praxis“ (GEP)-Handbuch bietet
einen umfassenden Uberblick fir Einsteiger
und erfahrene Analytiker zur Verbesserung der
Handhabung und Beurteilungsqualitét von
durchgefiihrten ELISA-Analysen.

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA) ist eine antikorperbasierte Test-
methode. Diese weit verbreitete Technologie
ist benutzerfreundlich, sensitiv, schnell und
zuverlassig. Zudem sind ELISA robust und
werden meist fiir quantitative Bestimmungen
eingesetzt.

Mit mehr als 30 Jahren Erfahrung in der Ent-
wicklung von ELISA-Testkits setzt R-Biopharm

Kapitel 1:

Vermittelt Grundkenntnisse
Uber das Testprinzip,
ELISA-Komponenten und
erforderliche Laborgerate.

Kapitel 2:

Beschreibt die Durchfiihrung
der Analyse, die aus
Probenvorbereitung und ELISA-
Durchfiihrung besteht.

auf eine bewahrte Analysemethode, die den
Anforderungen moderner Labore gerecht wird.

Die RIDASCREEN® Tests weisen eine hohe
Sensitivitat auf und sind zudem robust. Diese
Testsysteme werden von Lebensmittelherstellern
zur Priifung von Rohstoffen oder Fertigprodukten
eingesetzt.

Dariliber hinaus erfordert das ELISA-Verfahren

nur eine grundlegende Laborausstattung und
ist im Vergleich zu HPLC und/oder LC-MS/MS

sehr benutzerfreundlich.

Dieses Handbuch gliedert sich in drei Kapitel,
die dem Ablauf einer ELISA-Analyse folgen:

Kapitel 3:

Erklart den Prozess der
Datenauswertung, von der
Messung bis zur Interpretation.

Fir Kommentare oder Feedback wenden Sie sich bitte an lhren Vertriebspartner vor Ort.

trainer@r-biopharm.de
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Grundlagen von ELISA

1.1 Antikorper-Antigen-Nachweis

Antikorper sind Proteine, die in Plasmazellen von
Wirbeltieren als Teil des adaptiven Immunsystems
gegen Strukturen (Antigene), die als kérperfremd
erkannt werden, produziert werden.

Antikorper binden Uber ein bestimmtes Muster
von ionischen und hydrophoben Wechsel-
wirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen
und Van-der-Waals-Kraften an ihre Antigene.
Die Wechselwirkung zwischen Antikérper und
seinem Antigen ist selektiv, hochspezifisch und
folgt dem Schliissel-Schloss-Prinzip.

Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
beruht auf dieser selektiven und spezifischen
Antikorper-Antigenerkennung. Es wurden viele
qualitative oder quantitative ELISA-Testformate
eingefihrt.

Eine Auswahl davon wird in den folgenden
Kapiteln erlautert.

Die Durchfiihrung eines ELISA umfasst mindestens
einen spezifischen Antikorper fiir ein bestimmtes
Antigen. Ein Grundprinzip besteht darin, dass
eine dieser immunologischen Komponenten

in einer festen Phase, den Kavitaten einer
Mikrotiterplatte, immobilisiert wird. Der Analyt
(Antigen) aus der Probe tritt in Wechselwirkung
mit dem Antikoérper. Diese Wechselwirkung

kann durch Enzyme visualisiert werden. Sie
zeigen an, ob eine Antikorper-Antigen-Bindung
stattgefunden hat. Ein zugegebenes Substrat
wird durch das gekoppelte Enzym umgewandelt.
Dies fuhrt zu einer Farbdnderung, die mit einem
Spektralphotometer gemessen werden kann.

1.2 Analyt

Der beanspruchte Analyt (Antigen) eines ELISA kénnte sein:

Eine definierte chemische Substanz,
z. B. Aflatoxin B1

Eine Gruppe von definierten chemischen
Substanzen, z. B. Aflatoxine B1, B2, G1 und
G2

Ein spezifisches Protein, z. B. Staphylococcus-

Enterotoxin A

Eine Gruppe von spezifischen Proteinen, z. B.
Staphylococcus-Enterotoxine A, B, C, D und E

Eine mehr oder weniger definierte Gruppe
von Proteinen eines Nahrungsmittelrohstoffs,
z. B. Caseine (als Teil der Milchproteine)

Ein Nahrungsmittelrohstoff,
z. B. Erdnussprotein
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1.3 ELISA-Formate

Derzeit gibt es die folgenden drei verschiedenen
Systeme (Abbildung 1 - 3): Sandwich-ELISA,
kompetitiver und indirekt kompetitiver ELISA.

Substrat

£

\\\
Antigen O
\ /

Abbildung 1: Schematischer Aufbau
des Sandwich-ELISA

\/

Abbildung 2: Schematischer Aufbau
des kompetitiven ELISA

Bei jedem dieser Systeme erfolgt die Messung der
optischen Dichte als indirektes Mal fiir die Menge
eines Analyten.

{3
. \ 5 s
Sebsta \ /

Abbildung 3: Schematischer Aufbau
des indirekten kompetitiven ELISA

1.3.1 Sandwich-ELISA

Sandwich-ELISAs werden haufig in der Protein-
analyse, z. B. bei Lebensmittelallergenen,
eingesetzt. Der Analyt (Antigen) muss grol
genug sein, um zwei Bindungsstellen (Epitope)
aufzuweisen. Bei diesem Verfahren bindet ein
spezifisches Antigen (Analyt) in der Probe an
die Antikorper, die an die feste Phase einer
Mikrotiterplatte (MTP) gebunden sind. Nach einem
Waschschritt wird ein konjugierter Antikorper
zugegeben, der an eine zweite Bindungsstelle
(Epitop) des Antigens (Analyt) bindet.

Nach einem zweiten Waschschritt werden

das Substrat und nach definierter Zeit die
Stopp-LOsung zugegeben. SchlieBlich wird die
optische Dichte (OD) gemessen. Die OD ist die
Abschwachung bzw. der Intensitatsverlust von
Licht beim Durchgang durch die (optisch aktive)
Messlosung. Es wird als Vereinfachung haufig der
Begriff ,,Absorption” verwendet. Das Signal ist
beim Sandwich-ELISA proportional zur Menge des
Antigens (Analyt) (siehe Abbildung 1, Schritt 6,
zweites Bild).
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Testdurchfiihrung

Setzen Sie die erforderliche

Anzahl an Mikrotiterstreifen
in den Rahmen ein.

N

LI

100 ul des Standards oder
der Probe zugeben.

il

10 Min. Inkubation bei Raumtemperatur.

(3x)
H
=

/ 3-maliges Waschen mit
/ Waschpuffer. 100 pl

// £ | Antikdrper-Enzym-Konjugat
zugeben.

10 Min. Inkubation bei Raumtemperatur.

\ 3-maliges Waschen mit
@ )\ Waschpuffer. 100 ul Red
\ Chromogen Pro (Substrat/

t LJJJ Chromogen) zugeben.

=

10 Min. Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln.

/ 100 pl Stopp-L6sung zugeben.

LI

Die Ergebnisse werden auf

A einem MTP-Reader bei 450 nm

abgelesen.

conc.

Testprinzip
Die Mikrovertiefungen sind

mit Antikdrpern gegen das
Zielprotein beschichtet.

YYYY

Standard und Proben werden in die

jeweiligen Vertiefungen gegeben.

¢
o

YYYy

Ungebundene Molekile des Standards
oder der Probe werden weggewaschen.

7*\ 7*\ Es wird ein Konjugat zugegeben, das

an das bereits gebundene Zielprotein

AN
YYYY| | bindet.

Ungebundenes Konjugat wird
weggewaschen. Red Chromogen Pro
(Substrat/Chromogen) wird zugegeben
j,k\ ),k\ und ein Farbwechsel von Rot nach Blau
AYA YA YAYa erfolgt.

H,SO, stoppt die Substrat/
Chromogen-Reaktion und fiihrt
zu einem Farbwechsel zu Gelb.

iy

Je mehr Gelbfarbung, desto mehr
Zielallergen ist in der Probe vorhanden.

A8 B

Abbildung 4: Beispiel fur Testdurchfihrung/-prinzip von RIDASCREEN® Allergen Sandwich-ELISA

1.3.2 Kompetitiver ELISA (Formate)

Fir einen kompetitiven ELISA existieren
verschiedene Formate.

Die Grundlage eines kompetitiven ELISAs
(Abbildung 5) bildet ein Antikorper, der an die
Oberflache der Vertiefung einer Mikrotiterplatte
gebunden ist. Der Analyt aus der Probe und

das Enzym-Analyt-Konjugat konkurrieren in der
Vertiefung um die Antikdrperbindungsstellen.
Nach einem Waschschritt wird das Substrat
zugegeben. Der gemessene OD-Wert ist
umgekehrt proportional zur Konzentration des
Analyten in der Probe. Je hoher die Konzentration
des Analyten, d. h. je mehr Analyt vorhanden,
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9
desto kleiner ist der OD-Wert. Dieses Verfahren ist Es gibt auch kompetitive ELISA, bei denen das
zur Messung von Proben mit nur einem Epitop, Antigen an die MTP-Vertiefung gebunden ist.

sowie von kleinen Analyten wie Mykotoxinen oder Dies ist bei dem Testkit RIDASCREEN® Gliadin
Antibiotika geeignet. competitive (Art. Nr. R7021) der Fall.

Der Unterschied des direkten zum indirekten
kompetitiven ELISA (Abbildung 3) besteht darin,
dass ein zusatzlicher Fdnger-Antikdrper an die
Mikrotiterplatte gebunden ist.

Testdurchfiihrung Testprinzip

Die erforderliche Anzahl der Kavitaten Kavitaten werden mit unspezifischem
werden den Halterahmen eingesetzt. Antikorper (Fanger-Antikérper)
beschichtet.

i

Es werden 100 pl Antikérper Es wird spezifische Antikérperlésung
zugegeben. v (Antikorper gegen Aflatoxin M1)

Y zugegeben.

YYYY

@ 15 min Inkubation bei Raumtemperatur

Die Kavitdten werden dreimal mit Standards und Proben werden in
2 Waschpuffer gewaschen. Es werden ihre jeweiligen Wells gegeben.
& / 100 pl Standard bzw. vorbereitete Probe Yo
m zugegeben. XYY

@ 30 min Inkubation bei Raumtemperatur

Kavitaten werden dreimal mit Waschpuffer Es wird Konjugat zugegeben.

gewaschen. Es werden 100 ul Konjugat i Freies Aflatoxin aus der Probe/dem

zugegeben. s i Standard und enzymkonjugiertes
\f(\(\f(\% Aflatoxin M1 konkurrieren um die

Antikorperbindungsstellen.

@ 15 min Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln

Kavitaten werden dreimal mit Waschpuffer Es wird Substrat/Chromogen zugegeben.
gewaschen. Es werden 100 pl Substrat/ Das Substrat reagiert mit dem Enzym aus
G Chromogen zugegeben. dem Konjugat, und wandelt das Chromogen
# (rot) in ein blaues Endprodukt um.
L | e

@ 15 min Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln

Es werden 100 pl Stopp-Lésung H,SO, stoppt die Substrat/Chromogen-
zugegeben. r Reaktion.
i
4oy
Die Messung der Extinktion erfolgt Die Konzentration des Antigens (Afla-toxin
. photometrisch mit einem J o r M1) ist umgekehrt proportional zu der Ex-
MTP-Lesegerat bei 450 nm. tinktion der Lésung in der Kavitat. Je intensi-
ﬁmimir W‘H‘M‘M;f ver die Farbe (gelb) ist, desto weniger Analyt
Add AN (Aflatoxin M1) ist in der Probe enthalten.

Abbildung 5: Beispiel fur Testdurchfiihrung/-prinzip von RIDASCREEN® Aflatoxin M1 kompetitiver ELISA
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1.4 ELISA-Komponenten

Fir ein ELISA-Testsystem werden verschiedene
Komponenten benétigt: zumeist Mikrotiterplatten,
(MTP), Konjugat und Substrat, Standards
(Kalibratoren), Puffer und Stopp-L6sung. Auch zu
pipettierender Antikdrper und Extraktoren kbnnen
enthalten sein. Darliber hinaus ist es wichtig,
Kontrollen einzusetzen, um zu gewahrleisten, dass
die Testdurchfihrung korrekt durchgefiihrt wurde.

1.4.1 Mikrotiterplatte (MTP)

Die MTP (96 oder 48 Kavitaten) ist die Basis flr
die Analyse. In jeder Kavitat sind Antikorper oder
Antigen (je nach Format) an die Oberflache
gebunden.

Ein hdaufig verwendetes Plattenmaterial ist
Polystyrol, obwohl auch andere Materialien
verwendet werden konnen. Das Material wird
durch B- oder y-Strahlung vom Hersteller dieser
Platten aktiviert.

Ohne diese Aktivierung tritt keine oder nur eine
geringe Bindung von Antikdrpern oder Antigenen
auf. (MTP-Vorplatten (z. B. zur Verwendung bei
Allergenen) sind in der Regel nicht aktiviert.)

In jeder Kavitat findet die Antigen-Antikorper-
Reaktion und die Konjugat-Substrat-Reaktion statt.
Schlieflich wird die Reaktion mit einer spezifischen
Stopp-Losung beendet und die optische Dichte
gemessen.

1.4.2 Konjugat und Substrat

Antikérper oder Analyte, die an ein Enzym
gekoppelt sind, werden als Konjugate bezeichnet.
Das gekoppelte Enzym (hdufig Phosphatase)
wandelt sein spezifisches Substrat in ein blaulich
gefdrbtes Produkt um.

Das Substrat ist zumeist eine Wasserstoffperoxid/
Chromogen-Mischung, die mit dem Konjugat-
Enzym reagiert. Das Ergebnis ist eine farbige
Ldsung, deren optische Dichte gemessen werden
kann.
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1.4.3 Standards (Kalibrator)

Alle quantitativen ELISA-Systeme werden

mit Standards kalibriert. Daher werden mit
unbekannten Konzentrationen sowie eine Reihe
von Standards mit bekannten Konzentrationen
parallel auf einer Platte analysiert. Das Ergebnis

ist eine Kalibrationskurve (mit der zugehérigen
mathematischen Formel), die aus den gemessenen
OD-Werten und den Konzentrationen der
Standards (Abbildung 6; Abbildung 22) aufgebaut
ist. Auf dieser Basis kann die Konzentration des
Analyten in der Probe berechnet werden.

Optische Dichte (OD)

\ \ \ \ .
5.00 10.00 20,00 4000 80.00

Konzentration (ppb)
Abbildung 6: Kalibrierkurve eines Sandwich-ELISA

1.4.4 Puffer

Alle ELISA-Systeme enthalten Komponenten
biologischen Ursprungs. Zur Langzeitlagerung
dieser Komponenten und fiir eine ordnungs-
gemadle Funktion wahrend des Testverfahrens
missen der pH-Wert und die lonenstarke konstant
sein. Oft hat auch die Art der Pufferkomponente
einen Einfluss auf die Leistung des Testkits.

Der Einfachheit halber sind diese Puffer
gebrauchsfertig oder als Konzentrate in

den Testkits enthalten. Sie werden auch zur
Probenvorbereitung und fur Waschverfahren
der Mikrotiterplatten verwendet.

1.4.5 Stopp-Losung

Die Stopp-Ldsung beendet die Enzym-Konjugat-
Reaktion. In den meisten Fallen wird Schwefelsaure
niedriger Konzentrationen verwendet.

Durch das Stoppen der Reaktion dndert sich die
Farbe von Blau nach Gelb und bleibt bis zur OD-
Messung innerhalb von 10 Minuten stabil.
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1.4.6 Zusatzliche Komponenten

Fir die meisten Systeme wird eine Positiv- und
eine Negativkontrolle empfohlen. Positivkontrollen
kdnnen mit einer geeigneten Dotierlésung
hergestellt werden.

Diese und weitere zuséatzliche Komponenten
sind reguldr nicht in R-Biopharm ELISA-Testkits
enthalten. Ausnahmen stellen Test-spezifische
Extraktoren und ungebundener Antikodrper dar.

1.5 Laborgerate und ihre Wartung

Je nach Anforderungen des Testsystems werden
unterschiedliche spezialisierte Laborgerate fur die
verschiedenen Schritte benétigt, wie z. B. Pipetten,
Gerate zum Waschen der Platten, Inkubatoren

fur eine konstante Temperatur, ELISA-Reader und
eine Software zur Berechnung und Auswertung
von Konzentrationen. Allerdings werden nicht alle
der hier erwdhnten Gerate fir jedes Testsystem

bendtigt. In jedem Fall ist eine regelmaRige
Wartung und Kalibrierung der eingesetzten
Maschinen und Laborgeréte erforderlich, um eine
hohe Prézision der Ergebnisse zu gewahrleisten.
Bitten Sie den Hersteller um das Kalibrierintervall
und nehmen Sie dieses in lhre Qualitatsprifplane
auf.
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1.5.1 Pipetten

Pipetten werden verwendet, um ein genau
definiertes Volumen einer Lésung (z. B. in die
Kavitaten einer Mikrotiterplatte) zu ibertragen.
Pipetten und deren Anwendung sind von
entscheidender Bedeutung fir Ergebnisse
hoher Genauigkeit. Daher sind eine richtige
Pipettiertechnik, sowie eine regelmaRige
Kalibrierung der Pipetten wichtig. Es gibt
verschiedene Arten von Pipetten:

Einkanalpipetten mit festem Volumen, z. B. 50 pl.
Einkanalpipetten (z. B. mit variablen Volumina

zwischen 10 und 100 pl), die normalerweise fiir
Proben und Standards verwendet werden.

Multistepper-Pipetten (mit der Mdglichkeit, ein
bestimmtes Volumen mehrmals zu pipettieren),
die normalerweise fiir die Zugabe von Antikorper-
oder Konjugatlésungen verwendet werden.

Mehrkanalpipetten (mit der Mdglichkeit, die
Losung gleichzeitig in 8 oder 12 Kavitdten zu
pipettieren), die normalerweise fiir Waschschritte
oder die Zugabe von Antikdrper- oder
Konjugatldsungen verwendet werden.

Flaschenaufsatz-Dispenser (werden gewdhnlich
fir Waschschritte verwendet).

Vollautomaten (alle Pipettier- und Inkubations-
schritte werden automatisch durchgefiihrt).

1.5.2 ELISA-Plattenwaschanlage — automatische Systeme

Nach jedem Inkubationsschritt (aulRer der Inkuba-
tion mit dem Substrat) muss die ELISA-Platte mit
Waschpuffer gewaschen werden. Waschen ist ein
entscheidender Schritt bei der Durchfiihrung eines
ELISAs, um Ergebnisse mit hoher Genauigkeit zu
erhalten.

Das Waschen kann manuell mit einer 8-Kanal-
Pipette oder einer 8-Kanal-Pipettiereinheit durch-
gefiihrt werden (siehe Abbildung 18, Kapitel 2.3.6
Allgemeine Testhandhabung).

Manchmal werden automatische ELISA-Platten-
waschanlagen verwendet.

Die Waschanlagen dispensieren, weichen ein und
saugen dann in Sekundenschnelle Waschpuffer
von der Platte ab. Bei der Verwendung solcher
Gerite ist eine griindliche Reinigung der Wasch-
anlage wichtig, um Kreuzkontaminationen zu
vermeiden. Beachten Sie die Anweisungen des
Herstellers beztiglich der Reinigung zwischen
verschiedenen Laufen.

Der Waschvorgang ist ein wichtiger Schritt
und muss validiert werden, wenn er von der
beschriebenen Produktinformation abweicht.
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1.5.3 Mikrotiterplatten (MTP)-Reader fiir ELISA

Der ELISA-Reader ist ein Spektralphotometer, mit “

dem die optische Dichte (OD) gemessen wird.
Um die Konzentration einer Probe zu berechnen,
wird eine Kalibrierkurve ermittelt.

Die regelmaRige Uberpriifung und Kalibrierung
(durch Fachpersonal) ist wichtig fiir genaue
Ergebnisse. Der RIDA"ABSORBANCE 96

(Art. Nr. ZRA96FF) ist ideal fir die R-Biopharm
Testkits (siehe Abbildung 7) Abbildung 7: RIDA°ABSORBANCE 96, Art. Nr. ZRA96GFF

1.5.4 Automatisierung

Eine Md&glichkeit fiir die Arbeit mit einem ELISA verifiziert und kalibriert werden. Beispiele fur die
ist die Verwendung eines automatisierten Automatisierung sind der ThunderBolt® und Bolt™.
Systems, mit dem Sie lhre Probenextrakte ohne Fir weitere Informationen kontaktieren Sie bitte
manuelle Schritte testen kénnen. Daher muss info@r-biopharm.de.

das automatisierte System fur Ihr Testsystem

Thunder/Bo It

Abbildung 8: Bolt™, Art. Nr. ZBOLT Abbildung 9: ThunderBolt®, Art. Nr. ZTB
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1.5.5 Zusatzliche Gerate

Bei einigen Tests wird ein Inkubator benétigt, um
eine stabile Temperatur wahrend des Testlaufs

zu gewahrleisten. In manchen Féllen sind eine
Versiegelung oder eine Schutzplattenabdeckung
notwendig, um Verdampfung oder Kontamination
zu vermeiden.

1.6 Gute Laborpraxis (GLP)

Je nach Toxizitat und Infektiositat der ver-
wendeten Materialien sind verschiedene Grade
von SchutzmalRnahmen erforderlich, um die
Gesundheit und Sicherheit des Benutzers zu
gewadhrleisten. Allerdings wird bereits eine
elementare Schutzkleidung benétigt, um
Kontaminationen zu vermeiden, die zu falschen
Ergebnissen fiihren wiirden. Die folgende
Ausriistung ist eine Mindestanforderung fir jedes
Labor:

Handschuhe
Abzug (empfohlen)

Laborkittel
Augenschutz

Dennoch ist es notwendig, die Sicherheits-
datenblatter (SDS) fir alle verwendeten
Chemikalien und Substanzen sorgfiltig zu
lesen. Das Sicherheitsdatenblatt enthalt
Informationen tiber die Gefahren bei der Arbeit
mit einer bestimmten Substanz, erforderliche
Schutzmalnahmen, sowie erforderliche
Malnahmen in Notfallen.

Die Sicherheitsdatenblatter sind auf unserer
Homepage www.food.r-biopharm.com/de bei

den Produktseiten gefiihrt und auf Anfrage
(info@r-biopharm.de) fur jedes Produkt erhaltlich.

1.7 Kennzeichnung der Testkits

Um die korrekte Handhabung und Lagerung lhrer
Komponenten zu gewahrleisten, lesen Sie bitte
die Durchfiihrungsanweisungen des jeweiligen
Testkits. Folgende Informationen sind auf allen
Komponenten angegeben (falls zutreffend):

Produktname Chargen-Nummer

Artikel-Nummer Lagertemperatur

Name der Konzentration

Komponente

Die Beachtung des Verfallsdatums ist besonders
wichtig, dieses befindet sich auf dem AulRenetikett
angegeben. Nach Ablauf des Verfallsdatums darf
das Testkit nicht mehr verwendet werden.
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Probenvorbereitung

und Testdurchfuhrung

2.1 Pipettiertechnik

Genaues und prazises Pipettieren ist von
entscheidender Bedeutung bei der ELISA-Analytik.
Ein kleiner Fehler beim Pipettieren kann bei kleinen
Volumina grofle Unterschiede bei den endgtiltigen
Testergebnissen zur Folge haben. Gehen Sie beim
Pipettieren gleichmaRig vor und @ndern Sie wahrend
des Pipettierens eines Assays nicht die Technik.
Bereiten Sie das Pipettieren vor. Legen Sie z. B.
samtliche Standards in eine Reihe und ordnen Sie alle
Proben gleichméRig an, um einheitlich pipettieren zu
konnen. Sorgen Sie dafiir, dass genug Pipettenspitzen
vorbereitet sind und ein Abfallbehalter bereitsteht.

Die beiden fiir ELISA verwendeten
Pipettiertechniken sind Vorwartspipettieren
(Standardpipettieren) und Riickwartspipettieren.
Die Vorwartspipettiertechnik wird fur wassrige
Lésungen empfohlen. Bei dieser Technik kénnen
einige Flissigkeiten beim Pipettieren Blasen

oder Schaum bilden. Als Alternative verringert
Ruckwaértspipettieren dieses Risiko und wird fir
Flussigkeiten mit héherer Viskositat empfohlen. Es
erfordert jedoch ein gréReres Flissigkeitsvolumen
als benétigt (Totvolumen) und ist fehleranfalliger
bei hohem Volumentransfer.

2.1.1 Allgemeine Pipettieranweisungen

Das Vorwartspipettieren ist eine Technik zum
Dispensieren einer abgemessenen Flissigkeits-
menge mithilfe einer Luftverdrangungspipette.
Diese Technik wird hauptsachlich fir wassrige
Losungen wie Puffer oder verdiinnte Sauren
oder Laugen empfohlen. Bei Ldsungen mit hoher
Viskositdt oder Neigung zur Schaumbildung ist
das Rickwartspipettieren besser geeignet.

Vorwarts

Xl

Bereitschaftsstellung
Erster Anschlag

Zweiter Anschlag

Bevor Sie mit dem Pipettieren mit einer
einstellbaren Pipette beginnen:

1. Auf das gewiinschte Volumen einstellen
2. Eingestelltes Volumen priifen

Rickwarts

‘1

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Vorwarts- und Rickwartspipettiertechniken bei Verwendung einer Einkanalpipette
(Kolbenhubpipette). Blaue Blécke kennzeichnen die Schritte, bei denen die Pipette zum Ansaugen in Flissigkeit getaucht werden

muss. Graue Blécke kennzeichnen die Zielkavitaten.
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2.1.2 Vorwartspipettieren

mit Laborpipetten

Stecken Sie eine neue Spitze auf Ihre Pipette
und Uberprifen diese auf festen Sitz.

Driicken Sie den Bedienknopf bis zum ersten
Anschlag.

Spilen Sie die Pipettenspitzen vor dem
Gebrauch. Pipettenspitzen einiger Hersteller
m{issen vor der Aufnahme und Abgabe der
entsprechenden Flissigkeit gespult werden.
Bitte lesen Sie das zugehorige Handbuch.
Spulen Sie im Zweifelsfall die Spitze vor dem
Pipettieren.

Halten Sie die Pipettenspitze ca. 1 cm tief in
die Flussigkeit. Fihren Sie den Bedienknopf
langsam in die Bereitschaftsstellung

und warten Sie, bis das gewiinschte
Flussigkeitsvolumen angesaugt worden ist.
Achten Sie darauf, dass weder Blasen noch
Schaum in der Pipette auftreten.

Entfernen Sie Uberschiissige Flissigkeit von
der AufRenseite der Spitze, indem Sie das
Testrohrchen mit der Spitze beriihren.

Dispensieren Sie die Flussigkeit in die
gewlnschte Kavitdt, indem Sie den
Bedienknopf bis zum zweiten Anschlag
driicken.

Entsorgen Sie die Spitze im Abfall.

2.1.3 Ruckwartspipettieren

mit Laborpipetten

Stecken Sie eine neue Spitze auf Ihre Pipette
und Uberprifen Sie diese auf festen Sitz.

Spulen Sie die Pipettenspitzen vor dem
Gebrauch. Driicken Sie den Bedienknopf bis
zum zweiten Anschlag.

Tauchen Sie die Pipette in die Flissigkeit ein.
Fihren Sie den Bedienknopf langsam in die
Bereitschaftsstellung und warten Sie, bis das
gewlinschte Flissigkeitsvolumen angesaugt
worden ist. Achten Sie darauf, dass weder
Blasen noch Schaum in der Pipette auftreten.

Entfernen Sie Uiberschiissige Flussigkeit von der
Aulenseite der Spitze.

Dispensieren Sie die Flussigkeit in die
gewliinschte Kavitat, indem Sie den
Bedienknopf bis zum ersten Anschlag drticken.
Achten Sie darauf, dass keine Flissigkeit an der
Aulenseite der Spitze zuriickbleibt.

Fir wiederholtes Pipettieren von Flissigkeit
driicken Sie den Bedienknopf bis zum ersten
Anschlag und wiederholen Sie die Schritte 3
bis 5.

Entsorgen Sie die Spitze im Abfall.
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2.1.4 Pipettieren von organischen Losungsmitteln

Organische Losungsmittel zeigen hohe Dampf-
driicke, die ein prazises Pipettieren beeinflussen
konnen. Die Verwendung von Pipetten mit

der Luftverdrangungstechnik fir den Transfer

von organischen Losungsmitteln kann zur
Verdampfung des Losungsmittels oder zu einem
Austreten aus der Spitze fiihren (Abbildung 11).
Wir empfehlen fiir das Pipettieren von organischen
Losungsmitteln:

Multistep-Pipetten, welche die positive
Verdrangungstechnik verwenden.

Serologische Pipetten fiir gréRere Proben-
volumina, da die Teilung das Pipettieren
genauer Volumina ermdglicht.

Flaschenaufsatz-Dispenser.

Speziell fir die Handhabung von organischen
Losungsmitteln konzipierte Pipetten.

Wenn Einkanalpipetten fiir den Transfer von
organischen Losungsmitteln verwendet werden,
missen Pipettenspitze und Luft im Inneren der
Pipette vor dem Pipettieren des gewiinschten
Volumens mit organischem Lésungsmitteldampf
gesattigt sein.

e

(A) (B)

Abbildung 11: Pipettieren von organischen Lésungsmitteln
mit Pipetten mit der Luftverdrangungstechnik. Besondere
Vorsicht ist geboten, um Verdampfen in die Spitze und

Austreten aus der Spitze (A) zu verhindern.
Spulen der Pipette vor dem Flussigkeitstransfer hilft, um das
richtige Volumen (B) zu transferieren.

Saugen Sie daher das organische Losungsmittel
mindestens 3 Mal an und lassen es wieder ab,
bevor Sie das gewlinschte Volumen transferieren.
Verwenden Sie geeignete Qualitatskontroll-
verfahren, um die Richtigkeit dieser Art der
Pipettierschritte zu Giberwachen.
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2.1.5 Gute Pipettiertechniken zur Verbesserung der Pipettierleistung

Eintauchtiefe

Nur das obere Ende der Pipettenspitze wird in

die Standard- oder Probenldsung eingetaucht
(siehe Abbildung 12a). Bei zu tiefem Eintauchen
wird zu viel Flissigkeit angesaugt und es kénnen
Flissigkeitstropfen auf der AuBenseite der
Pipettenspitze zuriickbleiben. Wenn sich die
Pipettenspitze zu nah an der Oberflache befindet,
kann Luft angesaugt werden.

Rhythmus und Geschwindigkeit

Ein gleichméRiger Pipettier-Rhythmus tragt

dazu bei, ruckartiges Ansaugen von Luft zu
vermeiden (siehe Abbildung 12b). Driicken Sie den
Bedienknopf und fiihren Sie ihn dann langsam
zurlick. Dadurch wird vermieden, dass ruckartig
Luft angesaugt wird, Flissigkeit nach oben schief3t
und so das Innere der Pipette kontaminiert.

Vorsplilen

Das Vorspiilen gleicht die Lufttemperatur und den
Druck im Inneren der Spitze an die Temperatur
der Probe an. Wahrend des Vorspllens wird

der Kolben 2 bis 3 Mal gedriickt und wieder
losgelassen (Abbildung 12c).

Eintauchwinkel

Am besten ist es, die Pipette fast senkrecht

zu halten. Alles, was mehr als 20° von der
Senkrechten entfernt ist, beeintrachtigt die
Genauigkeit beim Pipettieren (siehe Abbildung
12d).

Dispensieren

Zum Freigeben von Proben- oder Standardldsung
halten Sie die Pipettenspitze nah an die Wand der
Vertiefung (siehe Abbildung 12e).

Luftblase
a b C
<20 °
| N
[
[
| Wand der
[ Vertiefung
I nicht
: bertihren
[
d e

a Nur das obere Ende der Pipettenspitze wird eingetaucht.

b Ein gleichméRiges Pipettieren tragt dazu bei, ruckartiges
Ansaugen von Luft zu vermeiden.

¢ Wahrend des Vorspiilens wird der Kolben 2 bis 3 Mal
gedriickt und wieder losgelassen.

d Die Pipette wird wahrend des Pipettierens fast senkrecht
gehalten.

e Wahrend des Loslassens ist das obere Ende der Pipette
nah an der Wand der Vertiefung.

Abbildung 12: Bewdhrte Praxis beim Pipettieren
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2.2 Handhabung der Proben

2.2.1 Lagerung der Proben

Eine unerwiinschte Kontamination von Proben
kann die Testergebnisse signifikant beeinflussen.
Verwenden Sie die Probe bei Anzeichen von
unerwiinschter Kontamination oder Verderb nicht
und fordern Sie eine neue Probe an. Lagern Sie die
Probe gemal Herstellerangaben oder nach besten
wissenschaftlichen Erkenntnissen. Generell sollten
Proben, wann immer méglich, vorbereitet und
sofort getestet werden. Wenn eine Lagerung

nicht vermieden werden kann, achten Sie auf
optimale Lagerungsbedingungen und analysieren
Sie die Proben so schnell wie m&glich. Alle
Proben sollten ordnungsgemal gekennzeichnet
und versiegelt werden, um Verdampfen oder
Austrocknen zu vermeiden. UnsachgemaRe
Lagerungsbedingungen kénnen eine spatere
Analyse beeinflussen und Testergebnisse
verandern.

2.2.2 Probennahme

Eine reprasentative Probe ist von besonderer
Wichtigkeit und das Ziehen / Nehmen dieser ein
entscheidender Schritt. Bei einigen Parametern
gelten Rechtsvorschriften, die beschreiben wie
die reprasentative Probennahme zu erfolgen ist
(z. B. bei Mykotoxinen). Bitte halten Sie diese
Vorschriften genau ein.

Wenn keine Vorschriften gelten, sollten die

Proben weitestgehend homogenisiert werden.
Informieren Sie einen Kunden im Vorfeld Gber eine
Mindestprobenmenge. Erklaren Sie auBRerdem

im Testbericht, dass sich das Ergebnis nur auf die
Probe bezieht, die eingeschickt worden ist.

2.2.3 Probenvorbereitung

Befolgen Sie genau die in der Durchfiihrungs-
anweisung beschriebene Probenvorbereitung,
die mit dem Testkit mitgeliefert wird. Die
Probenvorbereitung umfasst normalerweise die
Homogenisierung und Extraktion des Analyten.
Anderungen oder Abweichungen kénnen zu
falschen Testergebnissen fiihren. Verwenden
Sie nur geeignete und gewartete Gerate zur
Probenvorbereitung.

Wenden Sie sich fiir Fragen bitte an R-Biopharm
(info@r-biopharm.de).

Je nach zu testendem Parameter kann die
Durchfiihrungsanweisung Informationen dariiber
enthalten wie vorbereitete Proben zur spateren
Analyse gelagert werden kénnen. Bitte befolgen
Sie sorgféltig diese Anweisung oder bereiten Sie
Proben direkt vor der Analyse vor.
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2.2.4 pH-Wert

Eine reprasentative Probe ist von besonderer
Wichtigkeit und das Ziehen / Nehmen dieser ein
entscheidender Schritt. Bei einigen Parametern
gelten Rechtsvorschriften, die beschreiben wie
die reprasentative Probennahme zu erfolgen ist
(z. B. bei Mykotoxinen). Bitte halten Sie diese
Vorschriften genau ein.

Wenn keine Vorschriften gelten, sollten die

Proben weitestgehend homogenisiert werden.
Informieren Sie einen Kunden im Vorfeld Gber eine
Mindestprobenmenge. Erklaren Sie auBRerdem

im Testbericht, dass sich das Ergebnis nur auf die
Probe bezieht, die eingeschickt worden ist

2.2.5 Verwendung von eingefrorenen Proben

Vor der weiteren Verwendung sind eingefrorene
Proben vollstandig aufzutauen. Das Auftauen von
eingefrorenen Proben sollte, je nach Stabilitat
des Analyten, bei 4 °C oder bei Raumtemperatur
durchgefiihrt werden.

Im Falle von unvorbereiteten, nicht-flissigen
Proben lesen Sie die Durchfiihrungsanweisung
fur die weitere Probenvorbereitung und
Homogenisierung.

Flissige Proben sind griindlich zu durchmischen
und zu homogenisieren, bevor sie zur Analyse
verwendet werden kénnen. Um eine homogene
Probe zu erreichen, vortexen oder invertieren
Sie die Probe vorsichtig. Schaumbildung oder

intensives Mischen sollten vermieden werden,
da dies die Proteine denaturieren kénnte.

Vor der Analyse kann eine weitere Proben-
vorbereitung von fliissigen Proben (z. B. im
Fall von Milch) erforderlich sein. Bitte lesen
Sie die Durchfiihrungsanweisung fiir weitere
Informationen.

Je nach Probe kann das Einfrieren und Auftauen

zu Kristallbildung oder Koagulation fiihren.
Vermeiden Sie moglichst Einfrier-/Auftauzyklen, da
diese die Integritdt der Probe und Testergebnisse
verandern kdnnen. Wenn mdoglich, aliquotieren Sie
flissige Proben vor der Lagerung bei -20 °C, um
unnotige Einfrier-/ Auftauzyklen zu vermeiden.
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2.2.6 Zertifiziertes Referenzmaterial

Zertifizierte Referenzmaterialien (ZRM oder CRM)
sind nattirlich kontaminierte, homogene Matrices,
deren Analytgehalt exakt und zuverlassig mittels
Referenzmethodik bestimmt wurde (Abbildung 13).
Die regelméRige Verwendung von ZRM wird fir
die Qualitatssicherung zur Sicherstellung der
Riickverfolgbarkeit empfohlen. Dies ermdglicht
die Uberpriifung der Richtigkeit und Prizision

der experimentellen Verfahren und die Priifung
des Handhabungsgeschicks. Wenn kein
Referenzmaterial zur Verfligung steht, wird die
Verwendung von Kontrollproben oder Matrices,
die mit definierten Analytkonzentrationen versetzt
sind (Dotierung), empfohlen.

Trilogy® Analytical Laboratory ist einer

der wenigen Hersteller von zertifizierten,
natirlich kontaminierten Referenzmaterialien
und zertifizierten Mykotoxin-Standards.
Zusatzlich stehen nattirlich kontaminierte

Abbildung 13: R-Biopharm bietet eine groRe Auswahl an
ZRM fiir die Mykotoxinanalyse an.

Qualitatskontrollmaterialien und analytische
Standards fur die tagliche Qualitdtssicherung zur
Verfligung.

Auch flir den Bereich der Allergene bietet
Trilogy® Analytical Laboratory zertifiziertes
Referenzmaterial an.
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2.3 Vorbereitung und Handhabung der Komponenten

2.3.1 Lagerung der Kits

Das Verfallsdatum auf dem dufleren Etikett gilt
fur alle im Kit enthaltenen Reagenzien. Um die
Haltbarkeit zu erhalten, lagern Sie das Kit bei den
auf dem AufRenetikett vermerkten Bedingungen
(Abbildung 14).

Die meisten Kits sind an einem trockenen Ort

bei 2 bis 8 °C zu lagern. Ein Einfrieren der
Kompo-nenten sollte vermieden werden.

Wenn Sie einen Kiihlschrank fiir die Lagerung
verwenden, achten Sie darauf, die Kits nicht in der
Néhe der Riickwand zu lagern, um ein Einfrieren
zu verhindern. Unsachgemale Lagerung von
Kits oder Komponenten kann zu Schaden fihren.
Das Einfrieren von Testkomponenten kann die
Testleistung verringern und zu ungiiltigen
Testergebnissen oder — im Extremfall — zu nicht
funktionierenden Testkits fiihren. Indikatoren fur
die falsche Lagerung sind eine verringerte oder
nicht nachweisbare optische Dichte und eine
Veranderung der Testergebnisse.

1 x Conjugate
N))-MM 1 x Substrate/ Chromogen
1 x Stop solution

R1312-02

Content:
For in vitro use only 1 x Microtiter plate
[li  consult instructions for use! 2 x ECO Extractor
1 x Standard 1
[LoT]
00000 1 x Standard 2
2 MM 1 x Standard 3
1 x Standard 4
k| 2t08°c
1 x Standard 5
R1312 1 x Standard 6
W 9% 1 x Wash buffer salt Tween

d R-Biopharm AG, An der neuen BergstraRe 17

Abbildung 14: Lagerungsbedingungen und Verfallsdatum
sind auf dem AuRenetikett jedes R-Biopharm ELISA-Testkits

aufgedruckt.

2.3.2 First in — first out (FIFO)

Das Verfallsdatum des Kits ist auf dem Aulen-
etikett der Testpackung aufgedruckt. Mindestens
bis zu diesem Datum funktioniert das Kit innerhalb
der Spezifikationen. Dartiber hinaus verfiigt jede
Kitkomponente Uber ihr eigenes Verfallsdatum,
das mit dem Verfallsdatum des Testkits identisch
ist oder dieses sogar Uberschreitet.

Wenn mehr als ein Kit vorhanden ist, wird
empfohlen, nach dem FIFO-Prinzip vorzugehen.
Das heil’t, das Kit mit dem kiirzesten Verfallsdatum
auf dem AulRenetikett sollte zuerst verwendet
werden. Wir empfehlen, das Datum der ersten
Verwendung auf dem Aufenetikett der Kit-

schachtel anzugeben, um eine Verwechslung
zu vermeiden. Aullerdem ist ein Austausch von
Einzelreagenzien zwischen Kits verschiedener
Chargennummern nicht zuldssig.

Das ELISA-Kit sollte m&glichst wenig Kalt-/Warm-
Zyklen ausgesetzt werden. Wir empfehlen daher,
Proben zu sammeln. Das Testen von gréReren
Probenzahlen auf einmal reduziert den Zeit-
aufwand pro Probe. Testen Sie lieber groRere
Probenzahlen auf einmal, anstatt nur wenige
Proben nacheinander zu testen. Bitte lesen Sie die
Durchfiihrungsanweisung fiir die entsprechenden
Einschrankungen.
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2.3.3 Vorwarmung

Alle Reagenzien sollen auf Raumtemperatur
gebracht werden, bevor sie im Test verwendet
werden. Nehmen Sie alle Komponenten vor
dem Gebrauch aus der Testpackung und lassen
Sie sie Raumtemperatur (20 - 25 °C) annehmen
(Abbildung 15). GroRere Flaschen und Volumina
bendtigen evtl. mehr Zeit, um Raumtemperatur
zu erreichen. Uberpriifen Sie im Zweifelsfall die
Temperatur der Komponenten.

Nach Gebrauch wird empfohlen, alle
Komponenten wieder in die Kitschachtel zu
geben, um das unbeabsichtigte Vermischen

von Komponenten mit denen anderer Kits oder
Chargen zu vermeiden. Bringen Sie das Kit so
schnell wie moglich wieder auf die empfohlenen
Lagerungsbedingungen (siehe AulRenetikett des
Kits fir Lagerungsbedingungen).

20-25°C

Abbildung 15: Bringen Sie alle Komponenten des Testkits vor
dem Gebrauch auf Raumtemperatur und fiihren Sie den Test
bei 20 bis 25 °C durch.

2.3.4 Temperaturkontrolle

ELISA-Tests sind sensitiv gegenliber
Temperaturschwankungen. Versuchen Sie daher,
die Laborbedingungen zu stabilisieren und zu
kontrollieren. Dies schliel3t die Temperatur bei
der photometrischen Analyse ein. Fiihren Sie
ELISA-Tests zwischen 20 und 25 °C durch und
vermeiden Sie Bedingungen, die die Temperatur
stark verandern oder die Verdunstung verstdrken
kénnen.

ELISA-Tests sollten vor direkter Sonneneinstrahlung
und Belliftung geschiitzt werden. Kalte Labor-
materialien und kalte Labortische kénnen auch

die Temperatur beeinflussen. Es ist hilfreich, die
Mikrotiterplatte von der Labortischoberflache

zu isolieren, indem der Test auf einer geeigneten
Unterlage durchgefiihrt wird. Eine kostenglinstige
und einfache Lésung ist die Verwendung von
Papierhandtiichern.
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2.3.5 Vermeidung von Kontamination und Verwechslung der Proben

Eine saubere und reproduzierbare Arbeitsweise ist
fur optimale Ergebnisse in der Lebens- und Futter-
mittelanalyse von entscheidender Bedeutung.
Eine sehr hdufige Quelle fiir Kontaminationen sind
unzureichend saubere und wiederverwendbare
Labormaterialien. Um dies zu vermeiden, wird
dringend empfohlen, I6sungsmittelbestéandige
Einmal-Labormaterialien zu verwenden. Ist

dies nicht mdglich, sollten wiederverwendbare
Labormaterialien laborsteril und frei von
Verunreinigungen sein. Wir empfehlen die
Verwendung einer Laborspiilmaschine oder

eines gleichwertigen Gerdts. Benutzen

Sie Qualitatskontroll-Blindproben, um auf
Kontaminationen zu tberprifen.

Reagenzien sollten mit kalibrierten Geraten,
sauberen Pipetten und Behdltern gehandhabt
werden. Entnehmen Sie nur die benétigte Menge
Reagenz und geben Sie keine Reagenzien zuriick

in den Behalter, nachdem sie entnommen wurden.

Abbildﬁng 16: Kennzeichnen Sie alle verwendeten Behalter
sorgféltig und dokumentieren Sie Ihre Beschriftung.

Verwenden Sie separate Behalter und Pipetten-
spitzen fir jedes Reagenz, um eine Kreuz-
kontamination zu vermeiden.

Achten Sie darauf, dass Sie alle Behalter richtig
kennzeichnen (Abbildung 16). Tauschen Sie die
Einmal-Labormaterialien so oft wie notig aus.

2.3.6 Allgemeine Testhandhabung

Bevor Sie beginnen, lesen Sie die dem Testkit
beigelegte Durchfiihrungsanweisung. Bereiten Sie
alle Extraktionsldsungen und Puffer gemaR dieser
Anweisung vor und halten Sie die beschriebenen

Verfahren ein, um optimale Ergebnisse zu erzielen.

Um eine ungehinderte Testdurchfiihrung zu
ermoglichen, ist es hilfreich, ein Pipettierschema
zu erstellen, bevor Sie mit lhrem Experiment
beginnen.

Je nach ELISA sind die Antikorper- und Konjugat-
I6sungen vor der Verwendung zu verdiinnen.

Diese Verdiinnungen sind direkt vor der
Verwendung herzustellen und sind nicht zur
weiteren Verwendung geeignet. Verunreinigte
oder falsch gelagerte Konjugatlésungen kénnen
eine verringerte Enzymaktivitat aufweisen oder
ein Hintergrundsignal verursachen.

Um optimale Ergebnisse zu erzielen, sollten Test-
proben und Kontrollproben (Standards, Referenz-
proben) im gleichen Verdiinnungsmittel zur
Verfiigung stehen. Dies wird durch eine strenge
Einhaltung des Probenvorbereitungsprotokolls
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gewahrleistet. Das Pipettieren auf die Platte ist bei
jedem Schritt des Testverfahrens schnell und ohne
Unterbrechungen durchzufiihren.

Wir empfehlen fur den Probentransfer
Einkanalpipetten oder bei Verwendung einer
Vorverdiinnungsplatte eine Mehrkanalpipette.
Vorverdiinnungsplatten kommen insbesondere
bei Allergen-Proben zum Einsatz. Zum Pipettieren
von Antikérper- und Enzymlésungen sind
Multistepper-Pipetten die beste Wahl.

Ein Austrocknen der Kavitaten muss zwischen
den einzelnen Handhabungsschritten verhindert
werden.

Verwendung der Vorplatte: Verwenden Sie z. B.
bei den RIDASCREEN®FAST Allergen Testkits nicht

mehr als drei Streifen (24 Vertiefungen) auf einmal.
Werden mehr als drei Streifen bendétigt, sollte
eine zweite unbeschichtete Platte (z. B. Low
Binding von Greiner Bio-One, Art. Nr. 655101)
als Vorplatte verwendet werden, um eine
Zeitverschiebung tber die Mikrotiterplatte zu
vermeiden. Alle Standards und Proben werden in
die unbeschichtete Platte pipettiert (mindestens
150 pl pro Vertiefung) und dann schnell mit
einer 8-Kanal-Pipette auf die beschichtete Mikro-
titerplatte Gbertragen (Abbildung 17). Denken
Sie daran: die Reaktion beginnt, sobald die erste
Losung in die beschichtete Platte gegeben wird.

Lesen Sie zur Einschdtzung der Geschwindigkeit
eines ELISA-Testkits und zu der Anzahl zu
verwendender Streifen bitte die Durchfiihrungs-
anweisung sorgfaltig.

DOCOOY-

100 pl/Vertiefung wird in
ELISA-Platte pipettiert

Abbildung 17: Die ,Vorplatte” enthélt mindestens 150 pl
Standard oder Probe pro Vertiefung. Zu den 6 Streifen der
Vorplatte wurden 5 Standards und 19 Proben in doppelter
Ausfuhrung hinzugefiigt (d. h. insgesamt 48 Vertiefungen).

Unbeschichtete Platte enthalt
>150 pl/Vertiefung

Mit einer 8-Kanal-Multipipette werden genau 100 pl der
Standards oder Proben schnell auf die beschichtete Platte
Uibertragen. Die Pipettenspitzen werden mit der Standard-
oder Probenlésung vorgesplilt, jede Spitze wird nur einmal
verwendet.
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2.3.7 Zeitmanagement fiir das Pipettieren

Im Allgemeinen ist es ratsam, die Pipettiertechnik
moglichst konstant und die absolute Pipettierzeit
so gering wie moglich zu halten. Das Pipettieren
von Standards und Proben ist allgemein der zeit-
intensivste und arbeitsaufwendigste Schritt bei
der Durchfiihrung eines ELISAs. Als Beispiel soll
hier der Sandwich-ELISA RIDASCREEN® Gliadin
(Art. Nr. R7001) dienen. Standards und Proben,
insgesamt 6 Streifen (6 x 8 Vertiefungen), werden
in 6 Minuten pipettiert. Danach wird die Platte fiir
30 Minuten inkubiert. Bitte beachten:

Vertiefung Al wird fiir 6 + 30 Minuten inkubiert,
da sie zuerst pipettiert wurde.

Vertiefung H6 wird nur 30 Minuten lang
inkubiert, da sie zuletzt pipettiert wurde (daher
kénnen die Ergebnisse niedriger ausfallen).

Es ist wichtig, das zugrundeliegende ELISA-
Prinzip zu verstehen, um , zeitkritische”
Pipettierschritte zu erkennen.

Im Sandwich-ELISA RIDASCREEN® Gliadin (Art.
Nr. R7001) beginnt die ,,Antigen-Antikdrper-
Reaktion”, sobald die Probe in die Vertiefungen
gegeben wird. Somit ist der ,,zeitkritische”
Schritt das Pipettieren der Probe.

Beim kompetitiven ELISA RIDASCREEN®
Ochratoxin A (Art. Nr. R1312) ist die Platte bereits
mit dem spezifischen Antikérper beschichtet und
die Reaktion beginnt mit der Zugabe der Probe.
Somit ist der , zeitkritische” Schritt auch hier das
Pipettieren der Probe.

Beim kompetitiven ELISA RIDASCREEN®FAST
Fumonisin (Art. Nr. R5602) beginnt die
Reaktion hingegen bereits mit der Zugabe

des Enzymkonjugats. Um eine ,Verschiebung
der optischen Dichte (OD)“ von der ersten

zur letzten Vertiefung zu vermeiden, wird die
Verwendung einer Stepper-Pipette empfohlen.

Allerdings ist es nicht empfehlenswert, in Eile zu
pipettieren. Das kann dazu fiihren, dass z. B. in die
falsche Kavitat pipettiert wird oder die falschen
Lésungen verwendet werden.

Es ist sehr wichtig, dass alle Proben vergleichbar
gehandhabt werden. Halten Sie die in der
Durchfihrungsanweisung angegebene
Pipettierreihenfolge und Inkubationszeit strikt ein.
Um vergleichbare Ergebnisse in allen Kavitdten zu
erhalten, sollte die Inkubationszeit jeder einzelnen
Kavitat identisch sein.

Starten Sie hierzu die Uhr, nachdem Sie eine
Komponente, die eine Reaktion auslost (Standards
oder Proben, Antikorperlésung, Konjugatlésung),
in die letzte Vertiefung pipettiert haben. Starten
Sie im Falle einer Substrat-/Chromogenldsung die
Uhr, bevor Sie die Losung in die erste Vertiefung
pipettieren. Stoppen Sie durch Zugabe der Stopp-
Losung die Substrat-/Chromogenreaktion nach
der definierten Zeit in der gleichen Reihenfolge,

in der Sie die Substrat-/Chromogenlésung
zugegeben haben. Es ist sehr wichtig, die in

der Durchfiihrungsanweisung angegebenen
Inkubationszeiten einzuhalten.

Die Aktivitat des Chromogens kann durch Licht
beeinflusst werden. Decken Sie die Platte ab,
um das lichtsensitive Chromogen vor Licht zu
schiitzen, und lagern Sie es in dem braunen
Flaschchen, der Primarverpackung, in dem es
geliefert wird. Um die Reaktion zu stoppen,
verwenden Sie die mit dem Kit gelieferte Stopp-
Losung.
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2.3.8 Richtiges Waschen

Waschen ist ein entscheidender Schritt, um alle
nicht gebundenen Komponenten zu entfernen,
die die Reaktionen beeinflussen oder zu falschen
Ergebnissen fihren kénnten. Verwenden Sie zum
Waschen nur die in der Durchfiihrungsanweisung
empfohlenen Waschpuffer. Viele Kits enthalten
Salze oder Lésungen von Waschpuffern, die zur
Herstellung von gebrauchsfertigen Waschpuffern
verwendet werden kénnen. Dadurch missen keine
Reagenzien abgewogen werden, um eigene/
separate Puffer herzustellen. Stabilitats- und
Lagerungsinformationen zu den mit den Kits
gelieferten einzelnen Waschpuffern finden Sie in
der entsprechenden Durchfiihrungsanweisung.
Wie alle anderen Komponenten sollten Wasch-
puffer vor der Verwendung auf Raumtemperatur
gebracht werden. Folgen Sie den spezifischen
Empfehlungen der Durchfihrungsanweisung
beziiglich der Anzahl an Waschschritten.

GielRlen Sie am Ende der Inkubationsschritte die
Flussigkeit aus den Kavitaten und klopfen den
Mikrotiterplattenhalter kraftig kopfiiber auf
saugfahiges Papier, um zu gewabhrleisten, dass
die Flussigkeit vollstandig aus der Kavitét entfernt
ist. Samtliche Flissigkeit wurde erfolgreich
entfernt, wenn keine Anzeichen fiir eine Flussigkeit
auf dem Papierhandtuch zu sehen sind. Die
meisten ELISA-Tests erfordern 250 bis 300 pl
Waschpuffer pro Waschschritt und Vertiefung.
Geben Sie den Waschpuffer hinzu und entfernen
Sie die Flussigkeit durch Ausgieflen und Klopfen.
Wiederholen Sie den Waschschritt 3 bis 5 Mal
(siehe Durchfiihrungsanweisung).

Abbildung 18: Waschen

der ELISA-Platte mit einem
Flaschenaufsatz-Dispenser,
der an eine 8-Kanal-Pipettier-
einheit angeschlossen ist.

Automatisierte Waschsysteme sind nicht an allen
Teststandorten verfligbar, daher empfehlen wir
fir die Waschschritte die Verwendung eines
Flaschenaufsatz-Dispensers (z. B. Brand, 4720420),
der an eine 8-Kanal-Pipettiereinheit (z. B. Brand,
704526) angeschlossen ist (Abbildung 18). Auch
eine 12-Kanal-Pipettiereinheit kann verwendet
werden. Bei anderen Handwaschtechniken, wie
Waschflaschen, werden evtl. nicht alle Kavitaten
gleichbehandelt. Daher sollten sie nicht zum
Einsatz kommen.

Puffer, Schldauche, Pipettiereinheiten und
Waschnadeln miussen frei von Verunreinigungen
durch Mikroorganismen und anderweitigen
Kontaminationen sein. Halten Sie das Gerat
sauber und entfernen Sie ggf. kontaminierte
Teile. Verwenden Sie im Zweifelsfall das
Handwaschverfahren oder kontaktieren Sie den
Hersteller des Waschers.

Waschschritte sollten schnell, aber effizient
und prazise durchgefiihrt werden. Achten Sie
darauf, dass die Zeit zwischen der Zugabe von
Waschpuffer zur ersten und zur letzten Kavitat
so kurz wie mdglich ist. Das dient dazu, dass
Kavitaten nicht austrocknen und minimiert
Abweichungen der Inkubationszeiten. Achten
Sie trotz schneller Arbeitsgeschwindigkeit auf
Genauigkeit. Ein Uberlaufen von Fliissigkeit von
einer Kavitat in eine andere muss vermieden
werden. Flgen Sie im Zweifelsfall einen

zusatzlichen Waschschritt ein.
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2.3.9 Lagerung von nicht verwendeten Komponenten fiir weitere Experimente

Die Mikrotiterplatten werden in einem wieder-
verschlieBbaren Beutel mit einem Titchen
Trocknungsmittel (Abbildung 19) geliefert.

Wenn nicht alle Kavitatenstreifen (je 8 Kavitaten)
der Platte benétigt werden, bewahren Sie die
restlichen Streifen in diesem Beutel auf. Geben Sie
die Kavitaten und die Mikrotiterplatte zusammen
mit dem Trockenmittel in den Beutel und
verschlielen ihn. SchlieRen Sie alle Flaschchen und
achten Sie darauf, die Deckel fest zu verschrauben.

Abbildung 19: Nicht benétigte Plattenstreifen sollten zusam-
men mit dem Trockenmittel in dem wiederverschlieRbaren
Beutel aufbewahrt werden, in dem sie geliefert wurden.

Dies ist besonders wichtig fir Komponenten wie
Standardldsungen, die organische Losungsmittel
mit hohem Dampfdruck enthalten kénnen. Wir
empfehlen, alle Komponenten zur Lagerung
wieder in die Testpackung zu geben. Lagern

Sie alle Komponenten aufrecht und unter den
angegebenen Bedingungen.

2.3.10 Austausch von Reagenzien zwischen Tests und Chargen

Die Komponenten der einzelnen Chargen

sind griindlich eingestellt, um ELISA-Kits mit
optimaler Leistung zu liefern. Der Austausch einer
oder mehrerer dieser Komponenten zwischen
verschiedenen Chargen verandert die Leistung
des Tests und ist somit nicht zu empfehlen.

Ein Austausch von Komponenten von Kits mit

derselben Produktnummer ist moglich, wenn

die Chargennummer des Kits identisch ist. Wir
empfehlen jedoch, nur die mit dem jeweiligen
Kit gelieferten Komponenten zu verwenden.
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2.3.11 Sicherheitshinweise

ELISA-Testkits konnen gefdhrliche Substanzen
enthalten. Fur Informationen tiber die mit den
Substanzen verbundenen Gefahren beachten
Sie die Warnhinweise auf den Etiketten der
Komponenten und lesen Sie die entsprechenden
Sicherheitsdatenblatter (SDS). Die Tests sind

nur von geschultem Laborpersonal durch-
zufuhren. Die Durchfiihrungsanweisung zur
Anwendung des Tests ist strikt einzuhalten.
Handhaben Sie grundsatzlich alle Komponenten

mit Sorgfalt und treffen Sie alle Gblichen Labor-
sicherheitsvorkehrungen. Benutzen Sie bei der
Testdurchfiihrung Laborhandschuhe, tragen Sie
einen Laborkittel, essen, trinken, rauchen Sie nicht
und halten Sie alle Komponenten fern von Ziind-
quellen. Die Entsorgung von Abféllen kann von
Land zu Land unterschiedlich sein.

Bitte beachten Sie die ortlichen Entsorgungs-
vorschriften.

2.4 Stoppen und Messen des ELISAs

Die meisten ELISAs werden bei einer Wellen-
lange von 450 nm gemessen. Die richtige
Wellenldnge fiir die Messung finden Sie in

der Durchfiihrungsanweisung unter Punkt 3.
Testprinzip. Am Ende der Testdurchfiihrung wird
die Stopp-Losung, die Schwefelsdure enthdlt, in
jede Kavitat der Mikrotiterplatte gegeben. Die
Saure denaturiert alle Proteinstrukturen, wie

z. B. Antikorper, und stoppt somit die Reaktion
(Abbildung 20).

Dennoch ist es empfehlenswert, die Ergebnisse
direkt nach Zugabe der Stopp-Ldsung, oder
zumindest innerhalb der in der Durchfiihrungs-
anweisung angegebenen Zeit, zu messen. Eine
grolle Verzdgerung kann eine Verschiebung der
Absolutmesswerte verursachen.

Abbildung 20: Die Zugabe der Stopp-Losung bewirkt eine
Farbdnderung von Blau nach Gelb.
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2.5 Parallele Durchfuhrung von Tests

Wenn mehrere ELISA-Tests parallel durchgefiihrt
werden, sollte duBerst vorsichtig vorgegangen
werden. Kennzeichnen Sie Mikrotiterplatten

und Reagenzien richtig, um Fehler und eine Ver-
mischung von Reagenzien zwischen Assays zu
vermeiden. Verwenden Sie eine separate Labor-
Stoppubhr fir jede Mikrotiterplatte (Abbildung 21).
Achten Sie darauf, dass sich Verfahrensschritte von
verschiedenen Assays nicht Gberschneiden, z. B.
Waschen einer Mikrotiterplatte, wenn eine zweite

gestoppt werden muss. Planen Sie die Pipettier-,
Wasch- und Messvorgénge, bevor Sie verschiedene
ELISAs starten.

Die Automatisierung der Analyse ist durch den
Einsatz von Automaten wie dem ThunderBolt®
oder Bolt™ maglich. Bitte kontaktieren Sie uns fur
eine Liste mit Tests, die bereits auf biochemischen
Analysatoren verifiziert wurden.

Abbildung 21: Die parallele Durchfiihrung mehrerer ELISA-Tests muss sorgféltig geplant und organisiert werden.
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Datenauswertung und Interpretation

der Ergebnisse

3.1 Bestimmung von unbekannten Proben

durch Standardkurven

Die Konzentration des Analyten in einer
»unbekannten“ Probe kann durch den Vergleich
des gemessenen Signals der Probe mit dem Signal
von Standards, die bekannte Konzentrationen

des Analyten enthalten, bestimmt werden.

Bei ELISAs werden in der Regel 5 bis 7 Standards
verwendet, um eine Standardkurve zu erstellen,

die den betreffenden Konzentrationsbereich
abdeckt. Es gibt auch ELISAs, die eine Einzel-
kalibrierungstechnologie (SC) verwenden, bei der

ein einzelner Standard eingesetzt wird, um die

im Zertifikat hinterlegte Standardkurve an den

jeweiligen Lauf anzupassen.

3.2 Auswertung der ELISAS mittels Standardkurven

Je nach Testeinsatz wird die Standardkurve durch
unterschiedliche Kurvenanpassungen berechnet,
wie beispielsweise die lineare Regression,

Lineare Regression Logit-log

Logit

Optische Dichte

35
0222

Konzentration (mg/L)

0.00 5.00 10.00 15.00

Konzentration (mg/L)

2000 0,666 200

Konzentration

oD Logit der OD

Die Beziehung zwischen
Variable y und Variable x
ist linear. Somit wird eine
einfache lineare Regression
mit der folgenden Formel
angewendet: y=mx + b

Logit-log wird verwendet,
um gekriimmte Auftragun-
gen zur weiteren Analyse
durch lineare Regressions-
modelle zu linearisieren.

600

Konzentration (logarithmisch)

Abbildung 22: Ubersicht {iber die Standardkurvenanpassungen.

Logit-log, kubischer Spline und 4 Parameter

(Abbildung 22).

Kubischer Spline

Optische Dichte
.,

5.00 10,00 20.00 40.00 80.00

Konzentration (ug/L)

Optische Dichte

4 Parameter

3.5

3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
0.5

0.0
1 10 100

Konzentration (mg/L)

1000

Konzentration (logarithmisch) Konzentration (logarithmisch)

oD

Der kubische Spline ist eine
numerische Funktion, die
von 3 Polynomfunktionen
stlickweise definiert wird, mit
einer starken Glattung an den
Nahtstellen der Polynomteile
(Knoten).

oD

4-Parameter ist ein nicht-

lineares Regressionsmodell

mit 4 Parametern:

* Tiefpunkt der Kurve

¢ Scheitelpunkt der Kurve

e EC50

¢ Steigung am Wendepunkt
der Kurve = EC50
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3.3 Standardkurven von Sandwich- und kompetitiven ELISAs

Der korrekte Algorithmus fiir den jeweiligen
ELISA ist auf dem Analysenzertifikat (Certificate
of Analysis, CoA) angegeben und wird in der
RIDASOFT®Win.NET Software (Art. Nr. Z9996FF)
nach der Auswahl der Methode voreingestellt.
Je nach Format des Testeinsatzes (Sandwich
oder kompetitiv) wird die Standardkurve
unterschiedlich berechnet.

Bei Sandwich-ELISAs wird die Konzentration
der Standards auf der horizontalen x-Achse
aufgetragen, wahrend die OD auf der vertikalen
y-Achse aufgetragen wird (Abbildung 23).

Der kompetitive ELISA unterscheidet sich vom
Sandwich-ELISA dadurch, dass der OD-Wert umso
niedriger ausfallt, je hoher die Konzentration des
Analyten (Antigens) in der Probe ist. Die maximale
OD wird erreicht, wenn kein Antigen in der

Optische Dichte
N

5})0 10?00 20?00 40?00 80?00
Konzentration (ng/kg)
Abbildung 23: Standardkurve eines ELISAs im Sandwich-

Format, wobei die Absorption gegen die Konzentration
aufgetragen ist.

Probe vorhanden ist. Um diesen Maximalwert in
einem kompetitiven ELISA zu ermitteln, wird der
Nullstandard, welcher keinen Analyten (Antigen)
enthalt, als B, bezeichnet (B ist urspriinglich die
Bindung bei Nullniveau).

Bei kompetitiven ELISAs wird die Konzentration
der Standards auf der horizontalen x-Achse auf-
getragen, wahrend B/B, ein Prozentwert, auf
der vertikalen y-Achse aufgetragen wird. Es wird
der Standard 1, der keinen Analyten enthalt, auf
100 % gesetzt. Als nachstes wird B/B; berechnet.
B ist die OD einer Standardvertiefung und B, ist
die maximale OD vom Nullstandard. Das Ergebnis
wird mit 100 multipliziert, um Prozenteinheiten
zu erhalten (Abbildung 24). Schliellich werden
die B/B, fur die Proben mit der Standardkurve
verglichen und eine Quantifizierung vorge-
nommen.

B/B, |

0 N

0 —t + + + |
25.00 50.00 100.00 250.00 750.00

Konzentration (ng/kg)

Abbildung 24: Standardkurve eines kompetitiven ELISAs,
wobei B/B, gegen die Konzentration aufgetragen ist.
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3.4 Spektralphotometer und Software

Die optische Dichte wird mit einem
Mikrotiterplatten-Spektralphotometer bei einer
bestimmten Wellenldnge gemessen. Es sind

viele verschiedene Spektralphotometer von
verschiedenen Herstellern erhaltlich. R-Biopharm
bietet Spektralphotometer und eine Software
namens RIDASOFT®Win.NET (Art. Nr. Z9996FF) an,
die speziell auf die Auswertung von R-Biopharm
ELISAs zugeschnitten ist.

Fir die Bedienung der Software ist ein Handbuch
auf Anfrage erhaltlich. Wenn bereits ein Spektral-
photometer vorhanden ist, zégern Sie bitte

nicht, uns zu kontaktieren, um zu priifen, ob

Ihr Spektralphotometer mit der Software

und den Tests von R-Bopharm verwendet werden
kann (info@r-biopharm.de).

3.5 Bestimmung der Analytkonzentration

Die Software erstellt die Standardkurve und
berechnet die Konzentration eines Analyten in
einer unbekannten Probe, wie in Abbildung 25
dargestellt. AuRerhalb des Messbereichs berechnet
die Software keine Werte.

0 T
™~
80 \\.\
70 AN
gemessen

Absorption (%)
3

3 4+Durch Y
Standardkurve AN

20 terhaltene .
Konzentration e

5000

Abbildung 25: Bestimmung der Analytkonzentration einer
unbekannten Probe durch Standardkurve.



35

rbiopharm’ gB

3.6 Messbereich und Verdunnungsfaktor

Wenn eine Absorption oder ein B/B -Wert
ermittelt werden, die unterhalb oder oberhalb der
Standardkurve liegen, gibt die RIDASOFT®Win.NET
Software fiir Lebens-/Futtermittel (Food and Feed,
FF) ein Ergebnis “<” (unterhalb) oder “>” (oberhalb)
des Standardbereichs aus. Mit der Software kann
der Konzentrationswert extrapoliert werden. In
der Regel sind diese extrapolierten Werte lediglich
Abschdtzungen und nicht zuverldssig. Je weiter
die Probe unterhalb des niedrigsten oder oberhalb
des hochsten Standards liegt, desto groRer ist

die Unsicherheit der berechneten Konzentration.
Es wird empfohlen, die oberhalb des groiiten
Standards liegenden Proben zu verdiinnen und
die Analyse zu wiederholen bis das Ergebnis im
Konzentrationsbereich der Standardkurve liegt.

Der Messbereich des ELISAs wird durch die Konzen-
tration der Standards und durch den Verdiinnungs-
faktor der Probenvorbereitungsmethode bestimmt.
Wenn Milch beispielsweise vor dem Aufbringen auf
die Mikrotiterplatte 1:4 (1 + 3) verdiinnt wird, ist
der Verdiinnungsfaktor 4. Dies bedeutet, dass die
aus der Standardkurve abgelesenen Ergebnisse

mit 4 multipliziert werden missen, um die richtige
Konzentration des Analyten in der Probe zu
erhalten (Tabelle 1). Wenn der Analyt in einer
Probe bei der Probenvorbereitung um den Faktor 2
ankonzentriert wird, z. B. durch Verdampfung oder
Saulenaufreinigung, ist der Verdiinnungsfaktor 0,5.
Dies bedeutet, dass die aus der Standardkurve
abgelesenen Ergebnisse mit 0,5 multipliziert
werden missen, um die richtige Konzentration

des Analyten in der Probe zu verhalten.

Tabelle 1: Zwei Fallbeispiele zur Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors

Fall 1 Fall 2

Eine Milchprobe wurde vor der Ubertragung in die
Mikrotiterkavitdt 1:4 verdiinnt. Die Ergebnisse miissen mit
4 multipliziert werden, um die richtige Konzentration zu
erhalten. Die Konzentration des Analyten in der Probe ist:

100 ng/kg x 4 = 400 ng/kg

Eine Fleischprobe wurde um den Faktor 2 bei der Proben-
vorbereitung konzentriert. Das Ergebnis muss mit 0,5
multipliziert werden, um die richtige Konzentration zu erhalten.
Die Konzentration des Analyten in der Probe ist:

100 ng/kg x 0,5 = 50 ng/kg

3.7 Einheiten und Dimensionen

Konzentrationen sollten in Sl-Einheiten
ausgedruckt werden (siehe Tabelle 2). Andere
dimensionslose Einheiten und GrolRenangaben

Tabelle 2: Ubersicht Giber die SI-Einheit und die verschiedenen

dimensionslosen , Anteil pro“-GréRRenangaben.

Sl-Einheiten = ¢-74i::c 1] Symbol

wie ,,ppm* sind nicht SI konform. g/kg 103 parts per mille %o
mg/kg 10° parts per million ppm
ug/kg 10° parts per billion ppb
ng/kg 102 parts per trillion ppt

pg/kg 10" parts per quadrillion ppg
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3.8 Nachweis- und Bestimmungsgrenze

Die Nachweisgrenze (Limit of Detection, LoD) ist
die niedrigste Konzentration eines Analyten, die
sich eindeutig von Messwerten einer Blindprobe
unterscheiden lasst. Die LoD wird experimentell
durch Messen der Konzentration von z. B. 10 oder
20 Blind-Matrixproben bestimmt und dann mit
folgender Formel berechnet:

Durchschnittskonzentration der Blindproben +
3-fache Standardabweichung der Konzentrationen
der Blindproben.

Ergebnisse unterhalb der LoD zeigen, dass eine
Probe negativ ist oder, dass die Konzentration des/
der Analyte(n) unterhalb der LoD liegt.

Die Bestimmungsgrenze (Limit of Quantification,
LoQ) ist die niedrigste Konzentration eines
Analyten, die quantitativ bestimmt werden
kann. Die LoQ wird experimentell durch Messen
der Konzentration von 20 Blind-Matrixproben
bestimmt und dann mit folgender Formel
berechnet:

Durchschnittskonzentration der Blindproben +
(meist, aber nicht unbedingt) 9-fache Standard-
abweichung der Konzentrationen der Blindproben
(Abbildung 26).

Ergebnisse, die oberhalb der LoD und unterhalb
der LoQ liegen, sind nur qualitative (positive)
Ergebnisse. Das bedeutet, dass die Probe den
Analyten enthdlt, die genaue Menge jedoch nicht
quantifiziert werden kann, da der Wert unterhalb
der LoQ liegt.

Es wird empfohlen, diese Werte durch Dotier-
experimente mit der Probenmatrix und Labor-
ausriistung zu Uberprifen.
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Abbildung 26: 20 Blindproben wurden analysiert.
Mittelwert der Blindproben = 18 ng/kg mit einer
Standardabweichung von 5,7 ng/kg

LOD =18 ng/kg + 3 x 5,7 ng/kg = 35 ng/kg
LOQ =18 ng/kg + 9 x 5,7 ng/kg = 69 ng/kg
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3.9 Richtigkeit und Wiederfindung

Die Richtigkeit ist der Grad der Ubereinstimmung
zwischen dem aus einer groen Serie von Test-
ergebnissen erhaltenen Mittelwert und einem
akzeptierten Referenzwert. Die Richtigkeit kann
nur mit Hilfe von zertifiziertem Referenzmaterial
(ZRM) festgestellt werden. Die Richtigkeit wird
durch Dividieren der gemessenen Konzentration
des ZRM durch die zugeordnete Konzentration
des ZRM berechnet. Das Ergebnis wird mit 100
multipliziert, um eine Prozenteinheit zu erhalten.
Die absolute Differenz zwischen den beiden
Werten wird ,,Bias“ genannt.

Wenn kein ZRM zur Verfiigung steht, beispiels-
weise fur Antibiotika in Lebensmitteln tierischen
Ursprungs oder fir einige Allergene, kann anstelle
der Richtigkeit die Wiederfindung bestimmt
werden. Doch auch hier empfehlen wir, wenn
moglich, die Verwendung von zertifiziertem
Referenzmaterial.

100
90
80
70
60
50
B/B, .
30

20

0
100.00 300.00 900.00 2700.00 8100.00

Konzentration (ng/kg)

Abbildung 27: In flachen Bereichen der Standardkurve verur-
sachen kleine Unterschiede in der OD groRe Unterschiede in
der Konzentration: 5 % B/B, ergibt ein 3-mal hoheres Ergebnis
als 10 % B/B,,

Die Wiederfindung fiir einen ELISA bei manueller
Anwendung liegt in der Regel bei tiber 70 9%,

bei komplexen und/oder prozessierten Matrices
kann die Wiederfindung jedoch reduziert sein.
Bei Allergen-ELISAs kann die Wiederfindung auch
aufgrund der Denaturierung und des Abbaus
hitzeempfindlicher Allergenproteine wéahrend der
Prozessierung geringer ausfallen.

Die Wiederfindung wird experimentell durch

die Messung von Proben bestimmt, die in

der Regel vor der Probenvorbereitung dotiert
wurden. Durch Division der gemessenen
Konzentration der dotierten Probe durch die
Dotierungskonzentration wird sie dann berechnet.

Das Ergebnis wird mit 100 multipliziert, um

die Wiederfindung in Prozent angeben zu
konnen. Bitte beachten Sie, dass Dotieren auf
der Oberflache einer Matrix in der Regel hohere
Wiederfindungen als bei natirlich bzw. kiinstlich
kontaminiert entstandenen Proben ergibt.
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Falls kein ZRM fiir Allergene zur Verfiigung
steht, verwenden Sie am besten eine kiinstlich
kontaminierte und dann prozessierte Probe, die
eine definierte Menge des Analyten enthalt
(incurred sample). Insbesondere im Allergen-
bereich fehlt es hdufig an Referenzmaterial

und es wird auf diese kiinstlich geschaffenen
Kontrollproben zurtickgegriffen.

Die Wiederfindung von Einzelproben kann aus den
folgenden Griinden variieren:

Inhomogenes Probenmaterial
Unvollstandige Suspension der Probe bei
Extraktion

Pipettierfahigkeiten des Technikers
Prazision des Testeinsatzes

Wenn Proben in Bereichen gemessen wurden,
bei denen die Standardkurve relativ flach ist,
kann die Genauigkeit der Ergebnisse niedrig sein,
insbesondere bei hohen Konzentrationen, da
kleine Unterschiede in der OD oder B/B, groRe
Unterschiede in der Konzentration verursachen
kdnnen (Abbildung 27). Bitte beachten Sie, dass
jedes Labor das Testkit fur seine spezifischen
Matrices selbst validiert.

Incurred sample: durch Zugabe einer bestimmten Menge einer allergenen Zutat zu einer relevanten Matrix hergestelltes Material,
das anschlieRend durch Lebensmittelherstellungstechniken verarbeitet wird; hierdurch wird erreicht, dass das Material den zu
untersuchenden Proben mdéglichst gut hinsichtlich Kontaminationsgrad und Verarbeitungsprozess entspricht. Ein Beispiel: Zugabe
einer definierten Menge an Erdnussbutter (Erdnuss als Allergen) zu Beginn einer Keksteigherstellung; anschlieRende Prozessierung

in Form von Kneten und Backen.
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3.10 Spezifitat und Kreuzreaktivitat

Antikorper sind hoch spezifisch fiir einen Analyten,
konnen aber auch andere Molekiile mit unter-
schiedlichen Affinitaten binden.

Die Spezifitat oder Kreuzreaktivitat wird durch die
Messung einer Standardkurve bestimmt, die aus
dem Analyten oder einer kreuzreaktiven Substanz
in einer geeigneten Konzentrationsreihe besteht
(Abbildung 28). Nach der Berechnung der

50 %-Dosis des Analyten oder der kreuzreaktiven
Substanz, wird die Spezifitat oder Kreuzreaktivitat
wie folgt berechnet:

50 % — Dosis der Standardsubstanz

—&— Standard-
substanz

- Kreuzreaktive
Substanz

B/B, [%]

20 200
Konzentration der Standards [ug/kg]

Abbildung 28: Die 50 %-Dosis der Standardkurve der
Standardsubstanz (blau) ist empfindlicher (170 pg/kg), als die
50 %-Dosis der Standardkurve der kreuzreaktiven Substanz

(210 pg/kg).

Die Kreuzreaktivitat der kreuzreaktiven Substanz ist also:
(170 pg/kg / 210 pg/kg) x 100 % = 81 %

Spezifitat oder Kreuzreaktivitat = (

Wenn sich die Bindung des Antikdrpers auf eine
Substanz auswirkt, die in den Anwendungsbereich
der Methode fillt, wird dies als Spezifitat des
Verfahrens bezeichnet. Wenn sich diese Bindung
auf unerwiinschte Substanzen bezieht, die nicht in
den Anwendungsbereich der Methode fallen, wird
dies Kreuzreaktivitat genannt.

1. Beispiel: Der Anwendungsbereich eines ELISAs
beschreibt, dass das System entwickelt wurde,
um z. B. den Gehalt an Aflatoxin M1 in Milch zu
bestimmen. Daher ist die Spezifitat fir Aflatoxin
M1 100 %. Dartiber hinaus wird festgestellt, dass
eine Kreuzreaktivitat von 10 % fir Aflatoxin M2
vorhanden ist.

Aufgrund des Prinzips eines ELISA-Systems kann
der Antikorper nicht zwischen der Spezifitat

zu Aflatoxin M1 und der Kreuzreaktivitat zu
Aflatoxin M2 unterscheiden. Wenn beide in einer
unbekannten Probe vorhanden sind, ist das
Ergebnis die Summe beider Substanzen. Aber

50 % — Dosis des Analyten oder der kreuzreaktiven Substanz

)x100%

wegen der geringen Kreuzreaktivitdt von 10 % ist
eine 10-fach hohere Konzentration von Aflatoxin
M2 (im Vergleich zu M1) notwendig, um ein mit
Aflatoxin M1 vergleichbares Signal zu erhalten.
Eine genaue Quantifizierung ist nur moglich,
wenn nur ein Analyt oder eine kreuzreagierende
Substanz in der Probe vorhanden ist.

2. Beispiel: Der Anwendungsbereich eines
Tetracyclin-ELISAs ist die Bestimmung von
Tetracyclin und seinen Derivaten wie Chlortetra-
cyclin, Rolitetracyclin und Demeclocyclin in
verschiedenen Matrices bis zu einem bestimmten
Grad. Das Kalibratormaterial ist Tetracyclin mit
einer Spezifitdt von 100 %. Die Spezifitat der
Derivate ist unterschiedlich, z. B. liegt die Spezifitat
von Chlortetracyclin in diesem System bei 70 %.
Angenommen, der Test einer Milchprobe, die mit
Chlortetracyclin dotiert ist, ergibt eine gemessene
Konzentration von 10 ug/L. Die tatsachliche
Konzentration wird mit 14 pg Chlortetracyclin

pro 1 Liter Milch berechnet, da die Spezifitat von
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Chlortetracyclin lediglich 70 % betragt. (Hilfe:
10 pg/L werden bei einer Spezifitat von 70 %
erhalten; 14 mg/L werden fir eine theoretische
Spezifitat von 100 % errechnet.)

Vor der Analyse von kreuzreaktiven Substanzen
muss der Benutzer die Nachweisgrenze und die
Wiederfindung fiur die Substanz in der jeweiligen
Probenmatrix bestimmen. Der Test kann nicht
zwischen Analyten und kreuzreaktiven Substanzen
unterscheiden.

Deshalb werden ELISA-Tests haufig als
Screeningverfahren eingesetzt. Positive
Ergebnisse oder eine hohere Konzentration als
der festgelegte Schwellenwert sollten durch ein
Bestatigungsverfahren, wie z. B. LC-MS/MS oder
PCR (bei Allergenen), Uberpriift werden.

Bei einer unbekannten Matrix und/oder einem
anderen spezifischen Analyten, die nichtin

den Anwendungsbereich der Methode fallen,
muss der Benutzer die Nachweisgrenze und
die Wiederfindung des spezifischen Analyten
in der jeweiligen Probenmatrix bestimmen.
Bitte beachten Sie, dass die Spezifitaten und
Kreuzreaktivitdten nur experimentell im
Puffersystem bestimmt wurden, da es sehr zeit-
und arbeitsaufwendig ist, jede Spezifitat oder
Kreuzreaktivitat aller Analyten oder kreuzreaktiven
Substanzen in jeder Matrix zu bestimmen.

Anmerkung: bei Lebensmittelallergenen wird

die Kreuzreaktivitdt in Lebensmittelproben (wie

z. B. Linsen oder Quinoa) als reiner Nahrungs-
mittelrohstoff bewertet (100 %-Niveau). Wenn die
Messergebnisse fir eine Matrix (Probe) unterhalb
der LOQ liegen, kann eine Kreuzreaktivitat
ausgeschlossen werden.

3.11 Interferenzen und Matrixeffekte

In der Regel gelten Lebens- und Futtermittel auf-
grund ihrer komplexen Zusammensetzung als
»sehr schwierige” Probenmatrices. Die Wieder-
findung einer einzelnen Probe variiert je nach
Beschaffenheit der Lebensmittelmatrix. Die
Zusammensetzung (z. B. Inhaltsstoffe, Konser-
vierungsmittel, Farbstoffe), die Verarbeitung

und die physikalischen Eigenschaften des Matrix-
materials, das den Analyten umgibt, haben

den grofiten Einfluss auf die Wiederfindung.
Inhaltsstoffe wie fett- oder zuckerreiche
Lebensmittel kdnnen im Vergleich zu fett-

oder zuckerarmen Lebensmitteln andere

Arten von Interferenzen verursachen.

Verarbeitungsprozesse wie Warmebehandlung
oder Hydrolyse kdnnen den Analyten so
verandern, dass er vom Antikérper nicht mehr
erkannt wird. Daher hat die Komplexitat der
Lebensmittelmatrix den groften Einfluss auf

die Wiederfindung, was auch als ,,Matrix-Effekt”
bezeichnet wird.

Der jeweilige Prozessierungsgrad der
untersuchten Matrices ist dem Validierungsbericht
zu entnehmen. Eine Anleitung zur Fehlersuche

fir Allergene und Validierungsberichte sind

auf Anfrage bei R-Biopharm erhiltlich
(info@r-biopharm.de).
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Haftungsausschluss

Das Handbuch ,,Gute ELISA Praxis (GEP)“ enthalt
Empfehlungen fiir die Gestaltung von guten
Rahmenbedingungen fiir die Nutzung von
ELISA-Testsystemen und die Durchfiihrung von
ELISA-Analysen. Die Empfehlungen sind rechtlich
unverbindlich.

Vor der Nutzung eines ELISA-Testsystems ist es
unerldsslich, dass der Nutzer die entsprechende
Durchfiihrungsanweisung (TKB) studiert und

die darin enthaltenen Anweisungen befolgt. Die
Durchfiihrungsanweisung enthadlt alle Informationen
Uber das jeweilige ELISA-Testsystem (Informationen
Uber alle mit dem Produkt verbundenen Risiken
und Gefahren, Verwendung, Inbetriebnahme,
Handhabung, Instandhaltung, Instandsetzung,
Sicherheits- und Warnhinweise etc.).

Das ELISA-Handbuch gibt einen guten Uberblick
Uber Mindeststandards, ohne Anspruch auf
Vollstéandigkeit. Die Einhaltung der beschriebenen
Mindeststandards bietet keine Gewahr fur das
Erreichen korrekter Analyseergebnisse, kann aber
erheblich dazu beitragen, die Beurteilungsqualitat
bei ELISA-Analysen zu erhéhen.

Das ELISA-Handbuch wird regelméaRig
aktualisiert. Bitte vergewissern Sie sich, dass Sie
die neueste Version des Handbuchs haben. Das
Handbuch kann hier abgerufen, gedruckt und
heruntergeladen werden:

https://food.r-biopharm.com/technologies/elisa/

Die Inhalte des ELISA-Handbuchs sind marken-
und urheberrechtlich geschiitzt. Eine Nutzung
ist lediglich fur interne Forschungs- und
Entwicklungszwecke gestattet. Zu diesem
Zweck darf das ELISA-Handbuch runtergeladen,
gespeichert und ausgedruckt werden. Jede
daruberhinausgehende Nutzung bedarf der
vorherigen Zustimmung der R-Biopharm AG in
Textform.

Das ELISA-Handbuch wurde mit groRtmaoglicher
Sorgfalt erstellt. Die R-Biopharm AG haftet nicht fiir
die Richtigkeit, Vollstandigkeit oder Aktualitat der
Inhalte. Wenn die R-Biopharm AG feststellt oder
von anderen darauf hingewiesen wird, dass Inhalte
eine zivil- oder strafrechtliche Verantwortlichkeit
ausldsen, wird sie dies unverziiglich priifen und
die Inhalte gegebenenfalls entfernen.

R-Biopharm AG haftet unbeschrankt fur alle
Schéden aus vorsatzlicher oder grob fahrlassiger
Pflichtverletzung, der Verletzung von Leben,
Kérper oder Gesundheit, Verletzung wesentlicher
Vertragspflichten (Pflichten, die fiir die Erreichung
des Vertragszwecks wesentlich sind und auf

deren Einhaltung der Vertragspartner regelmaRig
vertrauen darf), im Falle des Verzuges, soweit ein
fixierter Liefertermin vereinbart wurde, im Falle der
Ubernahme einer Garantie fiir die Beschaffenheit
oder Vorhandensein eines Leistungserfolges

oder Ubernahme eines Beschaffungsrisikos sowie
gesetzlich zwingender Haftungstatbestdnde,
insbesondere dem Produkthaftungsgesetz und
Arglist. In allen anderen Fallen ist die Haftung

fur leichte Fahrlassigkeit auf den vertragstypisch
vorhersehbaren Schaden begrenzt. Vorstehende
Haftungsregelungen gelten auch fiir die Haftung
der gesetzlichen Vertreter, Angestellte und
Erfillungsgehilfen der R-Biopharm AG
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