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Keine Farbreaktionen

Konjugat

Substrat, TMB

Waschpuffer

Reagenzbedingt
e Konjugat kontaminiert oder verunreinigt, z.B. mit Substrat durch
direkten Kontakt mit Natriumazid oder durch Verunreinigung mit
Natriumazid-stabilisierten Kontrollseren
Folge: keine Enzymaktivitat
e Spaltung der Konjugation zwischen Enzym und Antikérper durch
chemische Reaktionen, z.B. pH-Verschiebung
Das Konjugat wird herstellerseits mit einem rot bzw. orange angefarbten
Verdunnungspuffer auf die jeweilige Arbeitskonzentration eingestellt. Die
Rotfarbung kann chargenabhéngig leicht variieren. Ein Farbumschlag
des Konjugats erfolgt durch eine geringe pH-Verschiebung in den sau-
ren Bereich, aber auch durch eine Kontamination mit Chloridionen, die
madglicherweise durch eine Pipettenspitze verursacht wurde (z.B. beim
vorherigen Pipettieren von NaCl-L&sung).

Handhabungsbedingt

e \ertauschen des Konjugats z. B. mit Reagenz aus einem anderen
Kit

e Falsches Reagenz pipettiert (z.B. Stopplésung anstelle von
Substrat)

Reagenzbedingt
Substrat blaugrin verfarbt, Kontamination mit HCI bzw. H,SO,
wahrscheinlich.

Folge:
keine Farbreaktion, da das Substrat enzymatisch nicht umgesetzt
werden kann.

Gebrauchsfertiges TMB sollte stets eine klare, nahezu farblose Fliissig-
keit sein. Falls das Substrat grinlich verfarbt ist, wurde das Reagenz
zu kuhl gelagert. Die Aktivitét dieses verfarbten Reagenzes ist etwas
geringer. Im Zweifelsfall sollte es verworfen werden, da eine dhnliche
Grinfarbung auch bei einer Kontamination auftritt, die einen Aktivitats-
verlust zur Folge hat.

Bei Erwédrmung verfarbt sich TMB-Substrat gelb. Das Reagenz behalt
aber seine Aktivitat.

Handhabungsbedingt

e Waschschritt nach der Substratreaktion eingefligt

e Falsches Reagenz pipettiert (z.B. Stoppldsung anstelle von
Substrat)

Das Konzentrat des Waschpuffers muss immer verdinnt werden
(bei MASTAZYME™ Autoimmun ELISA 1:10).

Die Verwendung kontaminierten oder ungeeigneten Wassers kann die
enzymatische Aktivitdt des Konjugats blockieren. Laborwasser aus
lonenaustauschanlagen kann im Einzelfall zu Stdrreaktionen fihren: es
werden z.B. mit derartigen Anlagen keine aliphatischen und / oder aro-
matischen Verbindungen aus dem Wasser entfernt.

Empfehlung: Aqua bidest., Aqua iniectabilia

Handhabungsbedingt

e Waschschritt nach der Substratreaktion eingefligt

e Falsches Reagenz pipettiert (z.B. Stopplésung anstelle von
Substrat)

e Bei Automatikwashern liegt der Waschkamm auf dem Boden der
Mikrotiterplatte auf und 16st das Antigen ab



Zweifelhafte Farbreaktionen

- schwache Farbreaktionen

- zu starke Farbreaktionen

Falsch-positive,
falsch-negative Proben

Reagenzbedingt

¢ Die Reagenzien sind kontaminiert, es ist aber noch eine Restaktivitat
vorhanden

e Die Verpackung der Mikrotiterstreifen ist beschadigt, das Antigen
denaturiert teilweise oder vollstédndig

¢ Die Temperatur des Waschpuffers liegt deutlich Gber 24 °C; dadurch
wird die Wascheffektivitat des Puffers (Stringenz) erhoht

Handhabungsbedlngt
Die Mikrotiterstreifen wurden aus dem Kihlschrank entnommen und
sofort gedffnet, ohne vorher Raumtemperatur erreicht zu haben

e \erwendung kalter, nicht auf Raumtemperatur aquilibrierter
Reagenzien

e Das Konjugat wurde nicht aus dem Originalkit verwendet

e Der Waschpuffer wurde zu lange in den Wells inkubiert

e |nkorrekte Hohenjustierung des Waschkamms bei Automatik-
washern

e |nkorrekte Inkubationszeiten

Reagenzbedingt

e Konjugat zu konzentriert*

e Fehlerhaftes Beschichtungsverfahren*

e  Stoppldsung zu schwach konzentriert*

(*) Diese Produktméngel werden in aller Regel in der Qualtiatskontrolle
erkannt, aufféllige Reagenzien gelangen nicht in den Verkauf!

Handhabungsbedingt

e Das Konjugat wurde nicht aus dem Originalkit verwendet

e Der Waschpuffer wurde zu kurz in den Wells inkubiert

e Es wurde mit zu geringem Waschdruck gewaschen

e Nach der Konjugatinkubation wurde nicht sorgfaltig genug

e gewaschen

e Inkubationszeiten Uberzogen (insbesondere die Substratreaktion)

e Die Inkubationstemperatur lag tber 24 °C (z. B. Sonneneinstrahlung)

Probenbedingt

e Proben mit Anti-BSA-Antikdrpern kdnnen stark positive Reaktionen
in den entsprechenden Wells zur Folge haben

e FEinige Festphasenantigene haben noch eine enzymatische
(Rest-) Aktivitat; das Substrat wird teilweise auch in Abwesenheit
spezifischer Antikdrper metabolisiert (Beispiele: u.a. Myeloperoxida-
se MPO, Schilddriisenperoxidase TPO)

Reagenzbedingt

e Kontaminierter Serumverdinnungspuffer

e hamolytische, ikterische oder lipdmische Proben

e Standards / Kalibratoren oder Cut-off-Kontrollen sind instabil und
fallen in der Extinktion ab

Handhabungsbedingt

e Falscher Probenverdiinnungspuffer

e Falsche oder keine Probenverdiinnung
Fehlerhaftes Waschen

Falsche Filterwahl im Photometer

Probenbedingt

e Proben sind auf dem Transportweg aufgetaut und Antikérper da-
durch denaturiert worden

e Proben sind kontaminiert und Antikérper dadurch abgebaut worden



Leerwert (Blank) zu hoch

Prazisionsprobleme

Stark variierende Ergebnisse
innerhalb einer Serie
(Intra-assay Varianz)

Stark variierende Ergebnisse
innerhalb einer Serie
(Intra-assay Varianz)

Reagenzbedingt

¢ Kontaminierte Reagenzien

e Ungeeignetes Laborwasser (Aqua bidest. oder ,,HPLC-Wasser*
verwenden)

Handhabungsbedingt
e Fehlerhaftes Waschen
e Boden der ELISA-Platte verschmiert

Reagenzbedingt

e Ungleiche Beschichtung der Mikrotiterstreifen

e Beschadigung an der Verpackung der Mikrotiterstreifen
e Kontaminierte Reagenzien

Handhabungsbedingt

e Reagenzien (v.a. Mikrotiterstreifen) und Proben wurden nicht vor der
Testdurchfihrung auf Raumtemperatur &quilibriert

e Proben wurden nach der Verdinnung nicht sorgfaltig gemischt

e Kleine Luftblasen in den Wells

e Pipettenspitzen passen nicht exakt auf die Pipette (,,wackeln®)

e Kontaminierte Pipettenspitzen

e Die Kanéle des Washers sind teilweise verstopft

e Die Mikrotiterplatte trocknet wahrend der Inkubation oder nach den
Waschschritten aus

e Die Mikrotiterstreifen sitzen nicht exakt auf dem Streifenhalter
(bedingt unmittelbar ungleichmaBiges Waschen)

Reagenzbedingt

e Ungleiche Beschichtung der Mikrotiterstreifen

e Beschadigung an der Verpackung der Mikrotiterstreifen
¢ Kontaminierte Reagenzien

Handhabungsbedingt

e Inkubationsbedingungen nicht vergleichbar (Tfemperatur, Zeit, etc.)

e Verwendung nicht kalibrierter Pipetten bzw. ungeeigneter Pipetten-
spitzen

Anmerkungen

Bei Interassay-Varianzen ist zu kléaren, ob sich diese nur auf die Extink-
tionen (OD 450nm) beziehen oder auf die quantitativen Ergebnisse. Die
Messwerte der Extinktionen werden unmittelbar von Faktoren wie Tem-
peratur, Inkubationszeit, Luftfeuchtigkeit etc. beeinflusst. Da in der Regel
davon Standards, Kontrollen und Proben gleichermaBen betroffen sind,
ist das ermittelte Ergebnis meist korrekt. Bei groBen Schwankungen der
quantitativen Ergebnisse im Interassay-Vergleich liegen haufig gravieren-
de Fehler im Reagenzsystem oder in der Abarbeitung vor.
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