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Tipps und Tricks fiir die Durchfiihrung von
Enzymimmunoassays (ELISA, EIA)

Testanweisungen von Immunoassays sind immer exakt zu befolgen. Bei Unklarheiten beziiglich des
Testprotokolls oder der Durchfilhrung ist es immer besser nachzufragen. Die folgenden
Empfehlungen sollten Anwendung finden, solange sie nicht von der Testanweisung ausdriicklich
abweichen.

Pipettiertechnik

Proben und Standards sollten immer als Doppelbestimmung angesetzt werden. Eventuelle Fehler im
Pipettiervolumen lassen sich zu einem groRen Prozentsatz eliminieren, indem alle
Doppelbestimmungen mit einem hohen Variationskoeffizienten (CV) als falsch angesehen und
wiederholt werden.

Beim Pipettieren von Volumina ab 20 pl ist reverses Pipettieren in der Regel vorzuziehen.

Normales Pipettieren: Pipette bis zum 1. Druckpunkt driicken — FlUssigkeit aufnehmen — gesamte
Flussigkeit abgeben (liber den 1. Druckpunkt hinaus).

Das wiederholte Pipettieren der gleichen Probe ist allerdings nur dann genau, wenn entweder zwischen
jedem Pipettieren die Spitze erneuert wird oder diese vor dem ersten Gebrauch einmal benetzt wird.

Reverses Pipettieren: Pipette etwas Gber den 1. Druckpunkt hinaus driicken — Fliissigkeit aufnehmen —
Flussigkeit genau bis zum 1. Druckpunkt abgeben (= definiertes Volumen) — Pipette gedriickt halten und
neue Flissigkeit aufnehmen — nachstes Well/GefaR bis zum 1.Druckpunkt fullen - etc.
Vorteile: - geringere Variation
- keine Blasenbildung bei Abgabe der Flussigkeit.
- bei Mehrfachpipettieren der gleichen Probe genauer, einfacher und schneller
Nachteil: durch das in der Spitze verbleibende Totvolumen wird ein etwas hoheres
Reagenzvolumen bendtigt.

Achtung!

Nie den Pipettiermodus innerhalb eines Arbeitsgangs wechseln.

(wenn z.B. die Standards revers pipettiert werden, miissen es die Proben und Kontrollen auch)
Das pipettierte Volumen kann sich zwischen beiden Methoden ein wenig unterscheiden.

Das Pipettieren von kleinen Probenvolumina (< 50 pul) aus tiefen ProbengefaRen birgt die groRe Gefahr
der verstarkten AuBenkontamination der Pipettenspitze mit Probentrépfchen. Gelangen diese
zusatzlichen Tropfen dann in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte, fihrt dies zu erhdhten Variationen
im Test.

Kleine ProbengefalRe (z.B. Eppendorfgefalle) sind gegenliber Rohrchen vorzuziehen.
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Verwendung von Mehrkanalpipetten

Einkanal-Multipetten und -Stepper mit oder ohne zusatzliche Spitze sind zum Pipettieren von
Antikorper-, Enzym- und Substratlésungen nicht sehr geeignet. Mehrkanalpipetten schneiden in Bezug
auf Pipettiergenauigkeit und Pipettierzeit besser ab. Den einzigen Nachteil, den sie besitzen, ist ein
etwas héherer Reagenzbedarf (Benetzung der Pipettierschale, Totvolumen beim reversen Pipettieren).
In unseren Testkits ist die Reagenzmenge ausreichend bemessen.

Schiitteln von Testplatten

Nach dem Pipettieren von Mikrotiterplatten sollten diese kurz auf dem Plattenschiittler geschittelt
werden. (Rotierender Horizontalschittler/Orbitalschittler mit kleiner Auslenkung, z.B. 1,5 mm)
Insbesondere bei kurzen Inkubationszeiten verbessert ein Schiitteln wahrend der Inkubation
normalerweise das Testergebnis, sofern es die Testanweisung nicht verbietet.

Licht

Direktes Sonnenlicht ist beim Pipettieren und wahrend der Inkubation zu vermeiden. Manche
Parameter (Proteine, Antikorper, Peroxidase) reagieren darauf sehr empfindlich.
Kunstlicht schadet meist nicht, da es bei weitem nicht so intensiv und kurzwellig ist.

Temperatur

Die Reagenzien sollen bei der Testdurchfiihrung Raumtemperatur haben. Hierzu holt man den Testkit
am besten eine Tag vor Gebrauch aus dem Kihlschrank. Die Haltbarkeit, die meist mehrere bis viele
Monate betragt, wird dadurch nicht beeinflusst. Wasser zur Verdiinnung von Pufferkonzentraten muss
friih genug temperiert werden. Es gibt Testkits, die hiervon abweichen, was dann unbedingt befolgt
werden muss.

Starkere Temperaturverdnderungen sind bei der Testdurchfiihrung unbedingt zu vermeiden, da sich
dann in der Mikrotiterplatte von auflen nach innen ein Temperaturgradient bildet, was eine
unterschiedliche Reaktionsgeschwindigkeit zur Folge hat.

Tests, die im Kihlschrank inkubieren, dirfen vor dem néachsten Arbeitsschritt nicht wieder auf
Raumtemperatur gebracht werden. Ein ziligiges Arbeiten ist hier besonders wichtig. Ein vorgegebenes
Arbeiten mit kalten Losungen muss konsequent eingehalten werden.

Abdecken der Platten

Mikrotiterplatten miissen nach dem Pipettieren immer abgedeckt gehalten werden.

Klebefolien sind nicht besonders geeignet. Viel besser zu handhaben sind Kunststoffdeckel der
Plattenhersteller (z.B. Nunc, Corning-Costar). Sie lassen sich viele Jahre wiederverwenden.

Wahrend der Inkubation sollten die abgedeckten Platten in normale Haushalts-Alufolie eingeschlagen
werden. Diese kann auch mehrfach wiederverwendet werden.
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Vorteile:

- beste Lichtabschirmung

- der Temperaturausgleich zwischen einzelnen Vertiefungen der Platte ist bedeutend besser
- Verminderung der Verdunstung von FlUssigkeit

Sprechen und starke Kopfbewegungen (Kopfschiitteln) sollten beim Hantieren mit nicht abgedeckten
Mikrotiterplatten unbedingt vermieden werden. Speicheltropfen und Koérperschuppen haben bei
manchen Tests (Testschritten) eine fatale Wirkung.

Zeit

Vorgegebene Inkubationszeiten sind immer einzuhalten.
Wenn andere Inkubationszeiten z.B. aus technischen Griinden notwendig sind, dann nur nach
Ricksprache.

Wichtig ist es, die Zeit zwischen einzelnen Arbeitsschritten so kurz wie moglich zu halten. Ein
vollstandiges Austrocknen der Mikrotiterplatten zwischen zwei Inkubationsschritten wird sich meist
negativ auswirken.

Die Messung nach dem Abstoppen der Substratreaktion sollte immer zligig durchgefiihrt werden, auch
wenn die Testanleitung einen gewissen Zeitraum bis zur Messung erlaubt. Besser wird das Ergebnis
wahrend der Standzeit garantiert nicht!

Probenschiitteln

Insbesondere eingefrorene Proben missen vor Gebrauch ausreichend geschiittelt werden. (Vortex)
Eine Schaumbildung ist moglichst zu vermeiden.

Bei manchen Parametern ist nur ein leichtes Uberkopfdrehen der Proben/Standards erlaubt
(Testbeschreibung beachten!)

Waschen der Mikrotiterplatten

Beim Waschen von Mikrotiterplatten ist die Verwendung eines automatischen Waschgerates
manuellen Methoden in der Regel vorzuziehen.

AuBerst wichtig ist es, dass der Washer méglichst bald nach Gebrauch mit demineralisiertem Wasser
gespillt wird, um ein Zusetzen der Waschnadeln und eine Verunreinigung der Pumpe durch
Kristallisation zu vermeiden. Eine Washer-Fehlfunktion aus diesen Griinden ist kein Garantiefall!

Fiir manuelles Waschen sind 1-Kanal-Multipetten und Mehrkanalpipetten ziemlich ungeeignet, weil die
Verwendung sehr zeitaufwendig und anstrengend ist. Es gibt im Laborhandel gilinstig 8-Kanal-
Spritzenvorsatze, die diese Arbeit erheblich erleichtern. Dass sich mit diesen Vorsdtzen das
Waschvolumen nicht so genau dosieren lasst, spielt absolut keine Rolle, solange die Vertiefungen
ausreichend mit Waschpuffer gefiillt werden.

Nach dem letzten Waschschritt missen die Platten auf einer saugfdhigen Papierunterlage gut
ausgeklopft werden.
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Extinktionsmessung

Die Messwellenlange muss sehr genau eingehalten werden. Diese Messung findet beim
Absorptionsmaximum des jeweiligen Farbstoffs statt:

- pNPP 405 nm

- TMB (abgestoppt) 450 nm

Zusatzlich sollte immer eine Referenzmessung bei einer Wellenlange durchgefiihrt werden, bei der der
Farbstoff keine Absorption zeigt. Dies ist bei beiden Farbstoffen bei Wellenlangen groBer als 550 nm
der Fall, sodass ein beliebiger Messfilter zwischen 590 und 650 nm verwendet werden kann.

Die Extinktion der Referenzmessung wird von dem Wert der Messwellenlange subtrahiert. Hiermit
kdnnen leichte Fehler durch z.B. eine leichte, meist nicht sichtbare Verschmutzung der Mikrotiterplatte
reduziert werden. Die Variation der Testergebnisse wird so deutlich verkleinert.

Alle aktuellen und fast alle dlteren Reader bieten die Moglichkeit der automatischen Referenzmessung
(dual wave length measurement, dichromatic measurement, second wave length). Die Berechnung der
Werte Gbernimmt die Software automatisch.
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