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vestkinr

Haptoglobin - Pferd

Entziindungsmarker --- Akute-Phase-Protein

Testkit zur allgemeinen Gesundheitskontrolle

Kurzbeschreibung der Test-Durchfiihrung

Testbestandteile und Losungen auf Raumtemperatur bringen

Testpufferkonzentrat verdiinnen

Standards, Kontrollen, Antiserum, Tracer und Enzymkonjugat mit Testpuffer 16sen

Proben mit Testpuffer verdiinnen (z.B. 1:10.000)

Eine ausreichende Zahl an beschichteten Streifen in den Rahmen platzieren und beschriften

50 pl Standards, Kontrollen oder (vorverdiinnte!) Proben pipettieren

50 pl Tracerldsung hinzufiigen

50 pl Antiserumldsung hinzufligen

2 Stunden + 10 Minuten auf dem Plattenschiittler bei Raumtemperatur (20-25°C) inkubieren

. Waschpuffer-Konzentrat verdiinnen

. Platte 2mal mit Waschpuffer waschen

. 100 pl Enzymkonjugat pipettieren

. 30 £ 5 Minuten auf dem Plattenschiittler bei Raumtemperatur inkubieren

. 4mal mit Waschpuffer waschen

100 pl Substrat pipettieren

. 45 + 10 min bei Raumtemperatur inkubieren

. 100 pl Stoplésung hinzufiigen und die Extinktion bei 450 nm bestimmen (595-650 nm als Referenz-

Wellenldnge)

. Testauswertung und Berechnung der Probenwerte (Werte miissen mit der Vorverdiinnung multipliziert

werden)

Verwendungszweck des Haptoglobintests

Der Messparameter Haptoglobin hat sich als besonders guter Indikator fiir subklinische Erkrankungen erwiesen.

Bei Pferden ist Haptoglobin ein guter Parameter zur Diagnose entziindlicher Erkrankungen [1][2]. Neben
experimentellen und natiirlichen Infektionen, lassen sich postoperative Infektionen z.B. nach Kastration
nachweisen [3]. Insbesondere der Behandlungserfolg ldsst sich anhand wiederholter Haptoglobinmessungen
sehr gut dokumentieren [1]. Als nicht-spezifischer Gesundheitsmarker ist Haptoglobin somit ein objektiver
Parameter fiir den Gesundheitsstatus eines einzelnen Tieres oder einer ganzen Herde.
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Erliuterungen zum Haptoglobin

Haptoglobin ist ein bei Entziindungen und bakteriellen Infektionen stark erhohter Blutparameter. Die Funktion
dieses sog. Akute-Phase-Proteins besteht hierbei in der Bindung von Hamoglobin aus zerstérten Erythrozyten.
Es schiitzt somit den Korper vor einem krankheitsbedingten Eisenverlust.

Unter normalen Bedingungen tritt Haptoglobin speziesabhingig in geringen Mengen im Blut auf. Die
Konzentration steigt als Reaktion auf eine akute Infektion, Entziindung oder Verletzung stark an. Die Messung
des Verlaufs von Haptoglobin im Serum gibt somit dem Kliniker auch wertvolle Informationen {iiber
Krankheitsverlauf und Behandlungserfolg.

Durch die relativ lange Halbwertszeit des Haptoglobins von ca. vier Tagen konnen Verdnderungen auch noch
einige Tage spiter erkannt werden. Kurzzeitige Stimuli, wie z.B. Blutentnahme oder Transport, haben keinen
Einfluss auf die Haptoglobinkonzentration.

Da Haptoglobin ein unspezifischer Infektionsmarker ist, konnen durch seine Messung insbesondere
entziindliche Prozesse und bakterielle Infektionen festgestellt werden. Dabei hat der Test einen ganz grofen
Vorteil gegeniiber himatologischen Untersuchungen:

- Die Untersuchung ist sensitiver, spezifischer und effizienter.

- Die Gefahr von falsch positiven und negativen Ergebnissen ist geringer.

- Subklinische Erkrankungen lassen sich sicher identifizieren.

- Haptoglobin ist der ideale Parameter zur Verfolgung und Dokumentation eines Behandlungserfolgs.

Der Labortest

Der ELISA ist ein spezifischer Test zur Bestimmung von Haptoglobin in fast allen Korperfliissigkeiten. Da es
sich bei Haptoglobin um ein Blutprotein handelt, ist die Messung des Proteins normalerweise in Blutplasma-
oder Blutserumproben am sinnvollsten [4].

Der Test ist sehr robust. Es werden an die Proben nur geringe Anspriiche gestellt: eine Hadmolyse der Proben
verdndert die Messergebnisse nicht.

Haptoglobin ist relativ stabil. Ein sofortiger Versand der Proben mit der Post ist mdglich. Das Aufbewahren der

Proben iiber Tage bei hohen Temperaturen sollte aber vermieden werden.

Normalbereiche beim Pferd (Serum oder Plasma)
Normaler Bereich: bis 1,5 mg/ml
Akuter Bereich: ab 2,5 mg/ml

Vollblutwerte liegen ca. 40% niedriger als Serumwerte

Eine Impfung der Tiere sollte mindestens 7 Tage zurtickliegen.
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Testprinzip
Bei diesem Test handelt es sich um einen
@ s kompetitiven ELISA, bei dem equines
\ﬁ Substratreaktion Haptoglobin aus der Probe mit Biotin-
markiertem Haptoglobin (Tracer) um eine
i Enzymkonjugat (Streptavidin -Peroxidase) begrenzte Zahl an Antigen-
Bindungsstellen konkurriert. An das
. Haptoglobin (Probe) markierte  Haptoglobin  bindet  das
Enzymkonjugat, welches durch eine
Biotinyl -Haptoglobin (Tracer) Farbreaktion fotometrisch bestimmt
werden kann.
spezifischer Haptoglobin - Antikorper
Y Y Y Beschichtungs -Antikorper
(2. Antikorper, IgG-spezifisch)
I Mikrotiterplatte
Testbestandteile

1. Mikrotiterplatte (12x8-Well Streifenplatte)
2. Haptoglobin Standards
3000 ng/ml
1000 ng/ml
333 ng/ml
111 ng/ml
37 ng/ml
12,4 ng/ml
4,1 ng/ml
0 ng/ml
3. Niedrig-Kontrolle
Hoch-Kontrolle
4. 50x Waschpuffer-Konzentrat
Enthilt 0,01% Thimerosal als Praservativ
5. 5x Testpuffer-Konzentrat
Gelatine in einer gepufferten Kochsalzlosung mit Farbstoff und 0,01% Thimerosal als Préservativ
6. Tracer (Biotinyl-Haptoglobin)
Enthilt 0,01% Thimerosal als Préaservativ
7. Antiserum
Enthélt 0,01% Thimerosal als Praservativ
8. Enzymkonjugat (Streptavidin-Peroxidase)
Enthélt 0,01% Thimerosal als Praservativ
9. Substratlosung
One-step TMB-Substrat
10. Stoplosung
1 M HC1

TQTETAOR >
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Warnungen und Vorsichtsmainahmen

- Nur zu Forschungszwecken. Nicht fiir die Diagnose.

- Proben miissen als potentiell infektioses Material betrachtet werden. Ein Befolgen der allgemein giiltigen
Vorsichtsmafnahmen bei Verwendung dieses Tests und der Proben ist essentiell.

- Behilter und ungenutzte Inhaltsstoffe gemidl den Anforderungen bundesweit, landesweit und Ortlich
geltender Bestimmungen entsorgen.

- Lagerung der Testreagenzien wie angegeben.

- Bestimmung der Proben im Doppelansatz.

- Die Benutzung von Mehrkanalpipetten oder Multipipetten wird dringend empfohlen um Zeitverzogerungen
bei der Reagenzzugabe zu minimieren.

- Genaues Pipettieren und die Verwendung von kalibrierten Geréten ist essentiell.

- Alle anerkannten Waschmethoden sind erlaubt; der Gebrauch eines automatischen Platten-Waschgerétes ist
manuellen Methoden vorzuziehen.

- Injedem Assay muss eine Standardkurve mitgefiihrt werden.

- Ausreichendes Mischen der Standards, Kontrollen, Proben und der Gebrauch eines Mikrotiterplatten-
Schiittlers sind notwendig fiir eine akzeptable Testqualitt.

Vorbereitung der Reagenzien/Lagerung

Die Reagenzien und Mikrotiterplatten miissen vor Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht werden.
Mogliche Prézipitate in den Pufferkonzentraten miissen vor Verdiinnung vollsténdig gelost werden.
Lagerung der ungebrauchten Kit-Bestandteile bei 2 bis 8°C bis zum Verfallsdatum.

Beschichtete Teststreifen

Entnehmen des Plattenrahmens und der notwendige Anzahl von Teststreifen aus dem Beutel. Danach ist
sicherzustellen, dass der Beutel mit nichtgebrauchten Streifen vollstédndig verschlossen (verklebt) wird und das
Trockenmittel enthilt.

Lagerung: bei 2-8 °C bis zum Verfallsdatum.

Waschpuffer

Vorbereitung der benétigten Menge von Waschpuffer durch Verdiinnung von 50x Waschpuffer-Konzentrat
1:50 mit entionisiertem Wasser.

Beispiel: 10 ml 50x Waschpuffer-Konzentrate werden mit 490 ml entionisiertem Wasser versetzt.

Lagerung des Waschpuffers bei 2-8°C nach der Herstellung ist fiir 2 Wochen méglich.

Testpuffer

Vorbereitung der benétigten Menge von Testpuffer durch Verdiinnung von 5x Testpuffer-Konzentrat 1:5 mit
entionisiertem Wasser.

Beispiel: 10 ml 5x Testpuffer-Konzentrat werden mit 40 ml entionisiertem Wasser versetzt.

Lagerung des Testpuffers bei 2-8°C nach der Herstellung ist fiir 2 Monate moglich.

Standards, Kontrollen, Antiserum, Tracer, Enzymlosung

Die auf den GefdBlen angegebene Menge an Testpuffer hinzufiigen. 10 Minuten stehen lassen, dann kurz
schiitteln (Vortex).

Lagerung:

1 Monat bei 2 bis 8°C.

6 Monate bei —20°C. Diese Bestandteile diirfen nicht hdufiger als 3mal eingefroren/aufgetaut werden.
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Testdurchfithrung

Die gesamte Anleitung muss vor der Testdurchfiihrung gelesen werden.

Peroxidase und das TMB-Substrat sind lichtempfindlich. Direktes Sonnenlicht ist zu vermeiden.
Mikrotiterplatte/Teststreifenrahmen sollten wihrend der Inkubationen in Aluminiumfolie eingeschlagen
werden.

Probeninkubation

1.

Beschichtete Streifen/Mikrotiterplatte vor Offnen des Beutels auf Raumtemperatur bringen. Den Rahmen
und die bendtigte Anzahl an Streifen entnehmen. Beutel mit ungebrauchten Streifen miissen das
Trocknungsmittel enthalten und sorgfiltig verschlossen werden.

2. Die benétigte Anzahl an Streifen im Rahmen platzieren und die Streifen beschriften um ein Verwechseln
bei versehendlichen Herauslosen der Streifen zu vermeiden. Bedecken der Platte/Streifen wihrend allen
Inkubationsschritten.

3. Vorverdiinnung der Proben nach Bedarf mit Testpuffer (z.B. 1:10.000 in zwei 1:100er Schritten).

4. 50 pl Standards, Kontrollen und vorverdiinnte Proben in die entsprechenden Vertiefungen pipettieren.

5. 50 pl Tracerlosung in jede Vertiefung mittels Mehrkanalpipette hinzufiigen.

6. 50 pl Antiserumldsung in jede Vertiefung mittels Mehrkanalpipette hinzufiigen.

7. Inhalt der Platte auf einem Mikrotiter-Plattenschiittler fiir 2 Stunden £+ 10 Minuten inkubieren.

Enzymkonjugat

8. Platte 2mal mit Waschpuffer waschen.

Streifen/Platte ausleeren. Mindestens 250ul Waschpuffer in jede Vertiefung fiillen.

Einmal diesen Vorgang wiederholen.

Ein automatisches Mikrotiter-Waschgerit ist einem manuellen Waschen vorzuziehen.

Nach dem letzten Waschschritt die Streifen/Platte ausleeren und auf einer saugenden Unterlage (z.B.
Papierhandtuch) trocken klopfen.

9. 100 ul Enzymkonjugat pipettieren (Mehrkanalpipette).

10. 30 £ 5 Minuten auf dem Plattenschiittler bei Raumtemperatur inkubieren.

Substratinkubation

11. Platte 4-mal waschen.

12. Sofort 100 pl Substratldsung in jede Vertiefung pipettieren (Mehrkanalpipette).

13. Inkubation fiir 45 = 10 Minuten bei Raumtemperatur.

Stoppen/Messen

14. 100 pl der Stoplosung in jede Vertiefung hinzufiigen. Die Stoplosung im gleichen Muster und Zeitintervall
wie die Substratlosung pipettieren.

15. Extinktion bei 450 nm bestimmen (wenn moglich, eine Wellenldnge zwischen 595-650 nm als Referenz
benutzen). Wichtig ist, dass sich keine groBen Blasen in den Vertiefungen befinden (dieses lédsst sich
vollstindig durch reverses Pipettieren vermeiden) und dass der Boden der Streifen/Platte sauber ist. Die
Messung sollte sofort (innerhalb 5 min) nach dem Abstoppen erfolgen.

16. Der Gebrauch einer entsprechenden Computersoftware fiir die Erstellung der Standardkurve und zur
Probenberechnung ist essentiell (z.B. 4-Parameter Methode).

17. Bestimmung der Probenkonzentration anhand der Standardkurve. Die verwendete Probenvorverdiinnung ist
in die Berechnung mit einzubeziehen und die gemessenen Werte sind entsprechend zu multiplizieren.

18. Kontrollwerte sollten innerhalb des angegeben Bereichs liegen.

Die Kontrollwerte sollen die Validitit der Standardkurve und der Probenergebnisse sicherstellen. Jedes Labor
sollte eigene Parameter fiir akzeptable Testgrenzen ermitteln. Wenn die Kontrollwerte nicht in diesen Grenzen
liegen, sollte das Ergebnis als fraglich deklariert und die Bestimmung der Proben wiederholt werden.
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Testcharakterisierung

Bendtigtes Probenmaterial
Fiir eine Bestimmung werden 100ul Blutserum, Blutplasma oder Vollblut gebraucht.
Die Messung in weiteren Korperfliissigkeiten wie Milch oder Speichel ist moglich (nach Riicksprache).

Typischer Verlauf einer Standardkurve im Haptoglobin-Test fiir das Pferd
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I S = - T T
™
c 1,
k=]
2
=
=
u gt
B,
1]
%\\Hhkk_ﬁ
0
1 10 100 1000
Konzentration (ng/ml)
y=(A-DY +wC)y'B) ) +00 A E c D (=)
0 STD#1 (Standards: Concentration vs Meanvalue) 2,653 0,58 123,274 0,145 1

Testcharakteristika

Testdauer ca. 4 Stunden
Untere Nachweisgrenze <10 ng/ml
Ublicher Messbereich (Serum) 0,1 — 10 mg/ml
Intraassay-CV <10%
Interassay-CV <15%
Kreuzreaktionen Nicht bekannt
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