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Bestandteile des Kits

LEISHMANIA-ELISA DOG

Katalog-Nr. LED-Kit LED-Kit5
Testplatte: Mikrotiterplatte mit 96 Kavitaten,

beschichtet mit Leishmania - Antigen 1 5
(inaktiviert), 12 Streifen mit je 8 Vertiefungen,

einzeln abbrechbar

Probenverdinnungspuffer: Puffer mit 1x50ml 2% 125 ml

Proteinzusatz, konserviert mit Natriumazid,
gebrauchsfertig

Waschpuffer (10x): phosphatgepuffert, 10fach
konzentriert, konserviert mit ProClin 300

Konjugatlésung: Anti-Hund-IgG-Antikoérper, mit
Meerrettichperoxidase konjugiert, konserviert
mit ProClin 300, gebrauchsfertig

Substratldsung: Tetramethylbenzidin
(TMB)-L6sung, gebrauchsfertig

Stopplésung: 1 N Schwefelsaure,
gebrauchsfertig, Vorsicht atzend

Positiv-Kontrollserum: von mit Leishmania -
Erregern experimentell infizierten Hunden
gewonnener Serumpool, konserviert mit
Natriumazid, gebrauchsfertig

Negativ-Kontrollserum: von Leishmania -
Erregern frei aufgezogenen Hunden
gewonnenes Serum, konserviert mit
Natriumazid, gebrauchsfertig

Gebrauchsinformation

weifl3er Deckel

2x50ml
weilRer Deckel

1x12ml
roter Deckel

1x12ml
blauer Deckel

1x12ml
gelber Deckel

1x1,5ml
roter Deckel

1x15ml
griiner Deckel

transparenter Deckel

2x 125 ml
transparenter Deckel

2x 60ml
brauner Deckel

2x 60ml
brauner Deckel
mit weillem Punkt

1x 60ml
transparenter Deckel
mit gelbem Punkt

2x25ml
roter Deckel

2x25ml
blauer Deckel
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Produktbeschreibung

Der LEISHMANIA-ELISA DOG ist ein Enzymimmunoassay (ELISA) in
Mikrotiterplattenformat zum Nachweis von IgG-Antikdrpern gegen
Leishmania infantum, dem Erreger der Leishmaniose, in Blutserum-
oder Blutplasmaproben von Hunden.

Allgemeine Informationen

Die Leishmaniose ist eine in den Tropen, Subtropen und in Stideuropa
sowie im Mittelmeerraum bis zum 45. Breitengrad verbreitete Zoonose
wobei Hunde als Reservoirwirte Infektionsraten zwischen <1 % bis zu
37% aufweisen. Die Leishmaniose des Hundes (Erreger ist Leishmania
infantum) hat auch in weiter nordlich liegenden Regionen als Reise-
oder Importerkrankung beachtenswerte Bedeutung. Die Erreger
werden durch Schmetterlingsmiicken (Phlebotomen) tibertragen. Bei
einer Inkubationszeit von Monaten bis Jahren kénnen Hunde aller
Altersstufen erkranken. Die Erkrankung kann symptomatisch (mit
polyklonaler B-Zell- Aktivierung, Bildung spezifischer Antikdrper und
unterdrtckter zellularer Immunreaktion), subklinisch (mit spezifischer
humoraler Immunantwort) oder latent (ohne oder mit nur schwacher
humoraler und protektiver zellularer Immunantwort) verlaufen. Klinische
Symptome sind in abnehmender Haufigkeit, Lymphadenopathie, Haut-
veranderungen, Kachexie, Hyperthermie, Konjunktivitis, Milzvergrésse-
rung und abnorme Krallen. Oft werden leicht- bis mittelgradige
normochrome Anaemie, maRige Leukopenie, Hypergammaglobulina-
mie und Hypoalbumin&mie beobachtet. Die Verdachtsdiagnose basiert
auf klinischen, hdmatologischen und anamnestischen Daten und kann -
aul3er bei latenten Infektionen ohne humorale Immunantwort - in den
meisten Féllen durch den Nachweis spezifischer anti-Leishmania-
Antikdrper mit vorliegendem Test bestétigt werden.
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Beschreibung des Testprinzips

Das Testsystem dient zur Bestimmung von IgG-Antikdrpern gegen
Leishmania infantum in Blutserum- oder Blutplasmaproben von
Hunden. Die Mikrotiterplatte wurde mit einer Leishmania-Antigen-
Praparation beschichtet. Antikrper gegen Leishmania infantum bilden
wahrend der Inkubation der Probe in der beschichteten Vertiefung
einen Komplex mit dem Antigen. Nichtgebundenes Material wird durch
Waschen entfernt. Das hinzugefiigte Enzym-Konjugat bindet sich an
die antigengebundenen IgG-Antikdrper. Ungebundenes Enzym-
Konjugat wird herausgewaschen. Nach Hinzugabe der Substratlésung
erfolgt eine Farbentwicklung durch antikdrpergebundenes Enzym. Die
Farbreaktion steht in Korrelation zur Menge von Anti-Leishmania-
Antikdrpern in der Probe. Die diagnostische Bewertung erfolgt durch
den Vergleich der Extinktionswerte von Proben und Kontrollen.

NEINRRviRS

Testplatte mit Probe mit Anti- Konjugat mit Enzym-induzierter
Leishmania- Leishmania -IlgG-  Enzym-markiertem Farbumschlag
Antigen Antikdrper Anti-Hund-IgG- des Substrats
Antikorper
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Zusatzlich bendtigte Gerate und Materialien

(Nicht im Lieferumfang enthalten)

e Behalter fur Herstellung von 1x Waschpuffer

e Destilliertes- bzw. Reinstwasser

e Prazisionspipetten

e Einwegpipettenspitzen

e Einmal-Gefalie fur die Verdinnung der Proben
e Pipettierreservoirs

e Saugfahige Unterlage wie z. B. Papierhandtticher (zum
Ausschlagen der Platte/ der Strips nach den Waschvorgangen
empfohlen)

o ggf. Leerrahmen fir bendtigte Anzahl der Mikrotiterstreifen
e Abdeckplatten oder —folie fur die Mikrotiterplatte

o Gefalde fur benttigte Teilmenge der Konjugatlésung und
Substratlésung

e Vortex-Mixer
e Stoppuhr
e Waschautomat fir Mikrotiterplatten oder Mehrkanal-Pipette (300 pl)

e Photometer fir Mikrotiterplatten Filter 450 nm
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Art der Anwendung

Verwendung der Mikrotiterplatten

Mit einer Mikrotiterplatte kbnnen maximal 91 Proben untersucht
werden.

Die Mikrotiterplatte wird in einem Folienbeutel mit Wiederverschluss
geliefert. In der Verpackung befindet sich aul3erdem ein Trockenbeutel
mit Indikator.

Die Mikrotiterplatte besteht aus 12 Streifen mit je 8
Reaktionsvertiefungen. Es sollten nur so viele Streifen/Wells
entnommen und in einem separaten gut verschlossenen Beutel auf
Raumtemperatur (18 bis 25°C) gebracht werden, wie fir die
Untersuchung der entsprechenden Anzahl der Proben notwendig sind
(z.B. fur 10 Proben 2 Streifen). Die nicht bendétigten Streifen sollten
standig bei 2 bis 8°C lagern und keinen Temperaturschwankungen
ausgesetzt werden.

Es ist unbedingt darauf zu achten, dass der Folienbeutel nach jedem
Offnen wieder ordnungsgemar verschlossen wird. Dabei ist die
Funktionalitat des Verschlusses zu Uberprifen. Ein Farbumschlag des
Trockenbeutel-Inhalts von blau nach hellrot deutet auf eine hohe
relative Luftfeuchte im Folienbeutel hin; der Trockenbeutel ist bei
Bedarf zu erneuern.

Einmal verwendete Mikrotiterstreifen diirfen nicht wiederverwendet
werden!
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Vorbereitung der Testreagenzien

Die bendtigten Testreagenzien sind vor dem Gebrauch auf
Raumtemperatur (18 bis 25°C) zu bringen und vor der Verwendung
durch Schwenken der Flasche bzw. Vortexen des Plastikrohrchens
grindlich zu durchmischen.

Aus dem Behaltnis mit der Konjugatldsung und Substratlésung
entnehmen Sie die benétigte Menge, Gberfiihren sie in ein separates
Gefal und bringen diese auf Raumtemperatur. Nicht benétigte
Konjugatldsung bzw. Substratlésung soll standig bei 2 bis 8°C lagern
und darf keinen Temperaturschwankungen ausgesetzt werden.

Substrat- und Konjugatlésung dirfen starken Lichteinfall nicht
ausgesetzt werden. Nach langerer Kiihlung kann sich die Substrat-
I6sung durch spontane Umsetzung schwach blaulich farben. Diese
leichte Farbung verschwindet nach Erwarmung auf Raumtemperatur.

Stellen Sie die benétigte Menge an Waschpuffer her, indem Sie die
entsprechende Menge des 10-fach Konzentrats 1:10 mit destilliertem
Wasser verdiinnen (1 Teil Konzentrat + 9 Teile Wasser). Sollten sich
Kristalle im Waschpufferkonzentrat befinden, so I6sen Sie diese durch
vorsichtiges Erwarmen des Waschpufferkonzentrats auf; sollten Sie die
gesamte Menge an Waschpuffer mit einem Mal auflésen, stellen Sie
sicher, dass eventuell auskristallisierte Salze nicht im Originalbehéltnis
verbleiben. Fur einen Streifen der Mikrotiterplatte mischen Sie 18 ml
destilliertes Wasser mit 2 ml Waschpufferkonzentrat (ergibt 10 ml
Waschpuffern, gebrauchsfertig). Fur die gesamte Mikrotiterplatte
mischen Sie 216 ml destilliertes Wasser mit 24 ml
Waschpufferkonzentrat.

Nach dem Gebrauch sind alle nicht verwendeten Reagenzien wieder
bei 2-8°C zu lagern.

Wahrend der Testdurchfiihrung ist eine direkte Sonneneinstrahlung zu
vermeiden.
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Probenvorbereitung

Es kann frisches, kiuihl aufbewahrtes oder gefroren gelagertes und
aufgetautes Blutserum oder Blutplasma verwendet werden. Aufgetaute
Proben sind vor der Verwendung gruindlich zu durchmischen.

Stellen Sie zunachst eine 1:10-Verdinnung her (10 pl Probe in 90 pl
Probenverdiinnungspuffer). Mischen Sie die Verdiinnung grundlich.
Stellen Sie daraus eine 1:30-Verdinnung her (10 pl der 1:10-
Verdinnung in 290 pl Probenverdiinnungspuffer), so dass die Probe in
einer Endverdiinnung von 1:300 vorliegt.

Mischen Sie die Verdinnung grindlich.

Um Kreuzkontaminationen zu verhindern ist ein Kontakt der Proben mit
den Testkitkomponenten zu verhindern.

Die Kontrollen sind gebrauchsfertig und dirfen nicht verdinnt werden!
Bei jedem Test ist es notwendig, Positiv- und Negativkontrolle

mitzufihren, um die korrekte Testdurchfihrung und die Stabilitat der
Reagenzien uberprifen zu kénnen.
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Durchftihrung des Tests

Der Test ist in der angegeben Reihenfolge und ohne Zeitverzogerung
durchzufiihren! Bitte verwenden Sie fir jeden Pipettierschritt neue,
saubere Einwegpipettenspitzen!

10

Samtliche Reagenzien sollen bei Anwendung auf Raumtemperatur
(18 bis 25°C) gebracht sein.

Geben Sie je 100 pl der Kontrollseren (Positivkontrolle und
Negativkontrolle) in die dafur vorgesehenen Vertiefungen
(Doppelbestimmung wird empfohlen, insbesondere bei einer
groReren Probenanzahl).

Geben Sie 100 pl der vorverdinnten Proben in die dafur
vorgesehenen Vertiefungen (Einzelbestimmung).

Decken Sie die Platte ab und inkubieren Sie anschlieRend 60 min
bei Raumtemperatur (18 bis 25°C).

Erstes Mal Waschen: Entleeren Sie die Vertiefungen und spillen Sie
diese 4-mal mit jeweils 300 pl Waschpuffer (1:10 hergestellte
Verdunnung des 10-fach Waschpuffers). Wenn Sie mit einer
Mehrkanal-Pipette waschen, so schlagen Sie die Platte nach jedem
einzelnem Waschgang auf einer sauberen saugfahigen Unterlage
(z.B. Papierhandtuch) aus; bei Verwendung eines Waschautomaten
entfallt das Ausschlagen nach jedem einzelnen Waschschritt.
Entfernen Sie am Ende der 4 Waschvorgange grundlich die
Restflissigkeit durch Ausschlagen der Platte auf einer sauberen
saugfahigen Unterlage.

Geben Sie in jede Vertiefung 100 pl Konjugatldsung. Decken Sie die
Platte ab und inkubieren Sie anschlie3end 60 min bei
Raumtemperatur (18 bis 25°C).

Zweites Mal Waschen: Entleeren Sie die Vertiefungen und
verfahren weiter wie beim Ersten Mal Waschen (siehe oben).
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e Geben Sie in jede Vertiefung 100 pl Substratlésung. Decken Sie die
Platte ab und inkubieren Sie anschlieRend 15 min bei
Raumtemperatur (18 bis 25°C). Beginnen Sie mit der Zeitmessung
nach Fullen der ersten Vertiefung.

e Geben Sie 100 pl Stopplésung in jede Vertiefung, und zwar in
derselben Reihenfolge und Geschwindigkeit, in der Sie die
Substratldsung zugegeben hatten.

e Schutteln Sie die Platte vorsichtig, aber griindlich bzw. stellen Sie
die Schittel-Funktion im verwendeten Plattenfotometer ein. Messen
Sie die Extinktionswerte (OD) innerhalb von 10 min nach Zugabe
der Stoppldsung bei 450 nm.
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Auswertung

Richtwerte zur Uberprifung der korrekten
Testdurchfihrung

e Berechnen Sie die Mittelwerte der optischen Dichte der
Positivkontrollen (PK) und Negativkontrollen (NK) (ODpk, ODnk).

e Berechnen Sie den Prozentsatz (P) der optischen Dichte des
Negativkontrollserums nachfolgender Formel:

P _ ODNK - 100
~ ODpg

e Die Testdurchfuhrung war korrekt, wenn folgende Richtwerte
erreicht wurden:

o Positivkontrollserum PK: ODpk >0,8<2,8

o Negativkontrollserum NK: P <20

e Wenn die geforderten Werte nicht erreicht werden oder das Substrat
bereits vor der Zugabe in die Vertiefungen eine starke Blaufarbung
aufweisen sollte, so kann dies ein Hinweis auf eine nicht korrekte
Testdurchfuihrung, auf Kontamination oder auf Reagenzienverfall
sein. Prifen Sie daher vor einer erneuten Testdurchflihrung die
verwendeten Gerate und Materialien, die Moglichkeit einer
Kontamination sowie die Haltbarkeitsdaten der Reagenzien.
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Berechnung der Testergebnisse

Berechnen Sie die Mittelwerte der optischen Dichte der
Positivkontrollen (PK) und Negativkontrollen (NK), (ODpk, ODnk).

Ziehen Sie vom Mittelwert des Positivkontrollserums und von der
optischen Dichte der Proben (ODerobe) den Mittelwert des
Negativkontrollserums ab.

o ODrk, korr = ODpk — ODnk
ODprobe — ODnk

O ODProbe, korr

Berechnen Sie das Testergebnis = TE der Proben nachfolgender
Formel:

_ ODProbe,korr - 100

TE
ODPK,korr

Bewertung der Testergebnisse

TE

TE

TE

<7 negativ
7-12 fraglich
>12  positiv
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Interpretation der Testergebnisse

Die Interpretation der Testergebnisse sollte vom behandelnden Tierarzt
im veterindrmedizinischen Kontext, vor allem unter Berticksichtigung
von Anamnese, klinischer Symptomatik, Titerdynamik
(serodiagnostische Folgeuntersuchungen) und
differentialdiagnostischer Abgrenzung anderer Krankheitsursachen
erfolgen.

Art der Aufbewahrung

Lagern Sie samtliche Testkit-Bestandteile bei 2 bis 8 °C. Bringen Sie
die bendtigte Anzahl an Mikrotiterplatten-Streifen und die Reagenzien
vor der Benutzung auf Raumtemperatur (18 bis 25 °C). Setzen Sie die
Substratldsung auf keinen Fall Sonnen- oder anderem starkem Licht
aus! Die Bestandteile des Testkits durfen nicht mit Bestandteilen aus
anderen Chargen oder anderen Testkits vermischt werden.
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VorsichtsmalRnahmen und allgemeine
Warnhinweise

Die fur ELISA-Tests Ubliche Umsichtigkeit wie Verwendung sorgfaltig
gereinigter Gefal3e, sorgfaltiges Pipettieren und Abarbeiten der
einzelnen Testschritte sind Voraussetzung, um korrekte Testergebnisse
Zu erzielen.

Einige Bestandteile des Testkits enthalten gefahrliche Stoffe
(Natriumazid, ProClin 300). Bei der Beseitigung der Abfélle sind die
jeweils gultigen gesetzlichen Bestimmungen einzuhalten.

Dieses Testbesteck ist zum in vitro-Gebrauch bestimmt und darf nur
von geschultem Laborfachpersonal unter strikter Einhaltung der
Gebrauchsinformation angewandt werden.

Samtliche Komponenten des Testbestecks sind nur innerhalb der
angegebenen Haltbarkeitsfristen zu verwenden.

Das Mischen von Komponenten verschiedener Chargen ist nicht
erlaubt.

Die Verwendung von Reagenzien anderer Hersteller ist nicht
erlaubt.

Einige Reagenzien enthalten geringe Mengen an Natriumazid oder
ProClin 300 als Konservierungsmittel. Die Konzentrationen dieser
geféhrlichen Inhaltsstoffe nach (EG) 1272/2008 liegen unterhalb der
gesetzlichen Konzentrationsgrenzwerte. Kontakt mit Schleimhauten
und orale Aufnahme sind zu verhindern.

Nach Entnahme von Reagenzien sind die Behéltnisse unverziglich
wieder zu verschief3en und bei 2 bis 8 °C zu lagern. Beachten Sie,
dass das Vertauschen von Verschlusskappen, insbesondere der
Kontrollseren, zu Kreuzkontaminationen der Testkomponenten und
zu ihrer Unbrauchbarkeit flhren kann.
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Das Untersuchungsmaterial ist als potenziell infektios zu betrachten
und insofern die gesetzlichen Vorschriften zur Unfallverhiitung beim
Umgang mit potentiell infektidsem Material und gefahrlichen
Chemikalien zu beachten.

In dem Zusammenhang und darlber hinaus sind bei der
Testvorbereitung und Durchfiihrung folgende Regeln und
allgemeine Hinweise zu befolgen:

o

@)

Nicht essen, trinken oder rauchen!
Niemals mit dem Mund pipettieren!
Stets Laborkittel und Schutzhandschuhe tragen!

Sicherheitshinweise zu den entsprechenden Testkomponenten
beachten!

Gebrauchsanweisung strikt befolgen!

SicherheitsmafRnahmen und Warnhinweise zur Kenntnis
nehmen und befolgen!

Bei der Ausfihrung des Testkits in (halb)automatisierter Form,
Z. B. bei Verwendung von Pipettierautomaten oder
Laborrobotern, ist die Methode zu validieren.

Eine Kombination dieses Testkits mit Produkten oder
Komponenten anderer Hersteller ist nicht zulassig und kann zu
falschen Testergebnissen fuhren.
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Haftung

Das Haftungsrisiko im Zusammenhang mit der Verwendung dieses
Produkts liegt vollstdndig beim Kaufer. Der Hersteller tbernimmt keine
Haftung fir Schaden jedweder Art, die aus der Verwendung des
Testkits, aus der Testdurchfiihrung oder aus der Auswertung und
Interpretation der mit dem Produkt ermittelten Testergebnisse
resultieren.

Nur fur den tierarztlichen Gebrauch.
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Symbole

Haltbarkeit

RE F Bestellnummer

Lagertemperatur

LOT Chargennummer

Vor Feuchtigkeit schiitzen

[:Ii] Gebrauchsinformation beachten
® Nicht zur Wiederverwendung

Probenanzahl

-
d Hersteller ’77"\ Vor Sonnenlicht schitzen
A\
| |
96

Anderungsindex

Gebrauchsinformation ~ Version Anderung

HB-2609-DE-008 Dezember 2022 Anpassung an INDICAL Design und
Implementierung neuer KitgroRe

LED-V7 Marz 2021
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Notizen
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