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Aus dem Veterinar-Bakteriologischen Institut der Universitdt Bern

Ein preiswertes ELISA-Lesegerit kombiniert mit dem programmier-
baren Rechner TI 59 von Texas Instruments?

von H. Fey? und B. Gottstein

Der Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) hat wegen seiner leichten
Durchfiihrbarkeit und der mit dem Radioimmunoassay (RIA) in den meisten Fallen
vergleichbaren Empfindlichkeit in der bakteriologischen und virologischen Serolo-
gie grosse Bedeutung erlangt. Er wird in zahlreichen Modifikationen zum Nachweis
von Antigenen und Antikérpern eingesetzt (Feldmann et al., 1976; Saunders, 1975,
Saunders et al., 1977; van der Waart et al., 1977; van Weemen, 1976; Voller, 1978;
Wisdom, 1976). Wir haben den Test mit Erfolg angewendet zur Messung von
Tetanus- Antitoxin bei Mensch und Pferd (Fey und Stiffler, 1977b; Stiffler und Fey,
1977) sowie zum Nachweis von Staphylokokken-Enterotoxin A, B, C (Fey und
Stiffler, 1977 a; Stiffler und Fey, 1978). Mit dem von uns vorgeschlagenen Univer-
sallabel Staphylokokken-Protein-A-Peroxidase hat er sich auch in der Virussero-
logie bei verschiedenen Spezies bewéhrt (Bommeli et al., im Druck).

Die meisten Autoren messen den Antikorpergehalt eines Serums mittels
gewohnter Titration. Wie beim RIA besteht aber ein Hauptvorteil dieser colorime-
trischen Methode darin, dass innerhalb gewisser Grenzen mit einer einzigen Serum-
verdinnung Antikorperkonzentrationen gemessen und mit einem Standard vergli-
chen werden konnen. Diese Tatsache pridestiniert ELISA (wie RIA) zu einer
massenserologischen Methode mit der Moglichkeit der Automatisierung.

Auf dem Markt werden bereits eine Reihe von ELISA-Geréten angeboten, die
¢ine semiautomatische oder automatische Arbeit mit Polystyrolrohrchen, Polysty-
rolperlen oder vor allem mit Mikrotiterplatten ermoglichen.

Ruitenberg et al. (1976) beschrieben ein finnisches System Olli 3000, das die
Messung von 24 Bechern einer Mikrotiterplatte simultan gestattet. Das System
basiert auf einer Messung der Extinktion durch eine Serie von Fiberoptikbiindeln.
1977 berichteten dieselben Autoren iiber ein grosses On-line Routine System,
ebenfalls aufgebaut auf Olli 3000, mit dem zwei Personen téglich 4000 Serum-
p_roben auf Trichinella- Antikdrper untersuchen koénnen. Das Gerét ist voll automa-
isiert, die Probenentnahme, -verdiinnung, Kiivettenwaschung, Bebriitung usw. lau-
fen selbstdndig, und am Schluss wird der Extinktionswert jeder Probe ausgedruckt.

Leinikki und Passila (1977) beniitzen ein Finnipipette-Labsystem, ein pro-
grammierbarer Computer vergleicht den gemessenen Absorptionswert einer Probe
nl‘Lei_ﬂei_S_tandardkurve. Die logarithmische Distanz der beiden Werte wird aus-

488()1 Arbeit mit Unterstiitzung durch die Fraunhofer-Gesellschaft, Miinchen, InSan I-0379-V-

? Adresse: Postfach 2735, CH-3001 Bern.
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gedruckt. Clem und Yolken (1978) konstruierten ein Gerit fiir die direkte Messung
der Extinktion in Mikrotiterplatten. Das Gerét kann an einen Drucker und Mikro-
prozessor angeschlossen werden. Die Messung einer Mikrotiterplatte nimmt fiinf
Minuten in Anspruch, die konventionelle Messung in einem Spektrofotometer aber
65 Minuten.

Als Handelsgerite sind uns die Produkte folgender Firmen bekannt: P. Bucher,
CH-4000 Basel, sowie Dynatech, CH-8302 Kloten, offerieren ein Vitatron-Foto-
meter mit je einem verschiedenen Micro-ELISA-Lesegerit. Die Resultate werden
einfach ausgedruckt. Dynatech Laboratories Inc. bieten noch einen weiteren Micro-
ELISA-Reader AM 115 an. Von LKB-Produkter AB (W.Meyer, CH-6000
Luzern) ist ein Apparat erhaltlich, der, nach Ablauf der serologischen Reaktion, zu
jedem Rohrchen einzeln Substrat zugibt und danach wahrend einer bestimmten Zeit
kinetisch die Zunahme der Extinktion misst. Die Neigung der Extinktionskurve der
Probe wird mit derjenigen eines Leerwertes bzw. Standards verglichen.

Abbot Diagnostics Division, CH-6301 Zug, sowie Flow Laboratories (Instru-
mentengesellschaft, CH-8045 Ziirich) haben Gerite mit eingebautem Computer
samt Programm. Beim Abbot-Geridt wird direkt mit Plastikrohrchen gemessen,
beim Gerit von Flow dagegen mit Mikrotiterplatten. Beide Apparate haben ein
Programm, welches eine gewisse Evaluation der Extinktionswerte besorgt, d.h. e
werden Leerwerte von den Probenwerten subtrahiert, Mittelwerte von Mehrfach-
messungen errechnet und mit einem Standard verglichen. Positive Proben werden
als solche bezeichnet.

Vor ganz kurzer Zeit ist auch die Firma Gilford Instrument Laboratories Inc
Oberlin, Ohio 44074 USA (Lightning Instrumentation, CH-1012 Lausanne), mi
einem ingeniosen Automat PR-50 fiir Enzym-Immunoassays herausgekommen. In
einem kompakten System lduft der ganze Prozess (Reagenzzugabe, Waschen, Able
sen, Drucken) automatisch ab. Uber ein zusitzliches Interface wire die Koppelung
mit einem TI 59 moglich. .

Die letztgenannten Gerite sind recht teuer (z.B. Flow sFr. 22 800.—), amortr
sieren sich aber bei grossem Umsatz relativ rasch. Nicht selten liegen die Verhilt
nisse allerdings gerade umgekehrt: Man schafft sich ein teures Gerét an UI?d
versucht, durch forcierten Umsatz dessen Amortisation zu beschleunigen. ED
Grund fiir die Kostenexplosion in der Medizin!

Aus der Beschreibung der erwihnten Geriite ist ersichtlich, dass man mit ihnet
zwar jede beliebige colorimetrische Messreihe tatigen kann, aber meist werden nuf
die Resultate ausgedruckt. Ist ein Programm eingebaut, so ldsst sich dieses nicht
dndern, und es ist darauf beschrinkt, den Schwellenwert zwischen negativ llﬂq
positiv zu ermitteln und die Werte entsprechend zu signalisieren. Im Bediirfnis, be
unseren ELISA-Arbeiten die Messungen, die wir bisher ‘mit dem Hitachi-Spekir®
fotometer vornahmen, zu beschleunigen und gleichzeitig zu evaluieren, haben W
die Firma Paul Bucher, Laupenring 150, CH-4054 Basel, beauftragt, ihr digltf}l
anzeigendes Fotometer VITATRON DCP iiber ein Kontron Interface LOG 2 mit
dem programmierbaren, druckenden Rechner TI 59 von Texas Instruments 2
koppeln.
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Abb.1  Aufbau des ELISA-Lesegerites

I = Fotometer mit Digitalanzeige

2 = Halter fiir 100-ul-Kiivette

3 = Handpumpe zur Entleerung der Kiivette; Wasserstrahl- oder elektrische Pumpen kénnen ange-
schlossen werden

4 = Rechner TI 59 von Texas Instruments

3 = Drucker von Texas Instruments

6 = Interface LOG 2 (Kontron)

Das Geriit hat sich in unserem Labor mit stets wechselnden experimentellen
Anordnungen bewihrt und eignet sich auch bestens fiir einen Routinebetrieb mit
gﬂem «mittleren» Anfall von einigen Hundert Proben pro Tag. Es hat folgende

orteile:

1. Dank der Kombination zweier giingiger Instrumente wurde ein Preis von
sFr. 10 000 .- moglich. ;

2.Die Polystyrolréhrchen 12x55 mm von Petra Plastic, CH-7000 Chur, die wir
Vorwiegend fiir ELISA beniitzen, konnen direkt in den runden Kiivettenhalter
“ngefithrt werden. Zur Uberpriifung des Rohrchenfehlers fiillten wir je 20 Rohr-
chen mit gelbem p-Nitrophenolat in drei verschiedenen Konzentrationen (a, b, c),
Massen die Extinktionen bei 405 nm und errechneten die Mittelwerte samt deren
Stanciardabweichungen. Zum Vergleich fiihrten wir die Polystyrolréhrchen einer
and_efen Firma mit und machten ferner je 10 Messungen mit der Kiivette. Wir
erhielten folgende Resultate:
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Tabelle I  Vergleich der optischen Qualitit der Polystyrolrohrchen zweier Fabrikate

Extinktion bei 405 nm

Konzentra-
tionen von Rohrchen der Rohrchen der Kiivettenmessung
p-Nitro- Petra-Plastic Firma X 100 4l
phenolat
S $ s
= § = " 100 2 . ?-100 < g L 100
a 0,59 0,02 3,4% 0,59 0,04 6,8% 0,78 0,01  13%
b 0,34 0,02 5,9% 0,31 0,04 12,9% 0,45 0,01  22%
c 0,16 0,03 18,6% 0,15 0,05  33,3% 0,27 0,0 0,0%

Der mit diesem Test gemessene Fehler stammt definitionsgemaiss von der opti
schen Inhomogenitat der verwendeten Rohrchen. Er halt sich aber durchaus in tole-
rierbarem Rahmen in Anbetracht dessen, dass bei serologischen Techniken mi
einem Fehler von 10—20% gerechnet werden muss. Allerdings, da der Fehlerante
des Rohrchens stets gleichbleibt, wirkt er sich bei niedriger Extinktion natiirlich
starker aus als bei hoher. Da der mit unseren Rohrchen (Petra-Plastic) ermittelte
Fehler iiberdies kleiner ist als derjenige der Vergleichsrohrchen X, brauchen wir fir
die Routinemessungen oder nicht standardisierte Experimente immer diese Rohr-
chen.

3. Wenn wir beim Arbeiten mit Standards (sieche nachstehend aufgefiihrte
Programme) einen héheren Grad von Reproduzierbarkeit anstreben, beniitzen wi
die 100- ul-Quartzkiivette.

4. Der wichtigste Vorteil besteht in der Programmierbarkeit des Rechners, d
die Resultate in gewiinschter Darstellung auch ausdruckt. Gewisse Programn
sollen mit dem Gerét zusammen abgegeben werden. Die Modifikation der bestt
henden oder die Gestaltung eigener Programme sind aber nur durch die Moglict
keiten des T1-59-Rechners limitiert, d.h. praktisch unbegrenzt. Das Programmiere?
kann auch vom Unerfahrenen mit vertretbarem Aufwand erlernt werden, ausserden
unterhalten die Vertretungen von Texas Instruments einen Beraterdienst. .

5. Der Rechner/Drucker bleibt trotz der Koppelung an das Fotometer fif
jegliche Rechenarbeit im Laboratorium frei verfiigbar, und wir haben uns beispiels
weise Programme fiir eine Reihe von statistischen Tests zusammengestellt (t-Test,
Test, %2-Test, Reed + Muench, Regressionsberechnung). ,

6. Zu diesem Gerit existieren zwei Adaptionen fiir die Ausfiihrung des Mic
ELISA mit Mikrotiterplatten, womit wir aber bisher keine eigene Erfahrung haben

Zur Veranschaulichung der Méglichkeiten des Gerites seien nachstehend 2w
Programme vorgestellt, die wir fiir unsere Arbeiten derzeit brauchen:

I. Programm zum Vergleich von Proben mit einem negativen Leerwert a7
Beispiel des kompetitiven ELISA fiir Staphylokokken-Enterotoxin von Kulturiibe"
standen (Fey, 1978; Stiffler und Fey, 1978). .

Es soll entschieden werden, ob ein Extinktionswert positiv oder negaty

(Fig.1):

st
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Fig. 1 Programm zur Differenzierung zwischen negativer und positiver Reaktion auf der Basis der
Vertrauensgrenze von 95% . (Kompetitiver ELISA fiir Staphylokokken-Enterotoxin.) Der Leerwert
wird Smal gemessen und X = s errechnet. Werte, dic = X — 2 s sind, gelten mit einer Wahrscheinlich-
keit von 95% als positiv.

Ein toxin-negativer Kulturiiberstand (Leerwert) wird fiinfmal gemessen, der
Mittelwert samt Standardabweichung wird berechnet und ausgedruckt (X = s). Da
ein Wert, der = X = 2 s ist, mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% vom Mittelwert
signifikant abweicht (Cavalli-Sforza, 1969), wird X — 2 s berechnet (siehe Fig. 1) und
der Wert in den T-Speicher verbracht. Jetzt werden die Proben gemessen. Diese
werden numeriert, drei Werte werden ausgedruckt, deren Mittelwert X errechnet
und dieser darauf gepriift, ob er im Vergleich zum Leerwert im Speicher ZX—2s
ISt.

Ist der Wert grosser, ist die Probe negativ (1 in Fig.1). Der Wert wird ausge-
druckt und mit — markiert.

Ist der Wert kleiner, ist die Probe positiv (2 in Fig.1). Der Mittelwert wird
ausgedruckt und mit einem + versehen. -

Die Messung der nichsten Probe kann erfolgen.

II. Programm zur Berechnung von Tetanus-Antitoxineinheiten anhand einer
Regressionskurve mit vier Standardwerten. Sandwichtechnik. ‘-

Die vier Standardwerte 1,25-10,0 IE Antitoxin/ml befinden sich auf der x-
Achse und sind fest einprogrammiert. Fiir jede Standardkonzentration werden vier
E_xtinktionswerte gemessen und deren Mittelwerte ¥ als y-Werte in die Berechnung
tiner Regressionsgeraden eingebracht.
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Fig.2 Sandwichtechnik ELISA zur Messung von Tetanus-Antitoxin. Vier Standardwerte werdenj¢
4mal gemessen und die Mittelwerte fiir eine Regressionsberechnung verwendet. Die Proben werden
3mal gemessen, deren Mittelwerte mit der Regressionskurve verglichen und darauf direkt die interna-
tionalen Einheiten ausgedruckt.
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Jetzt kénnen die Serumproben gemessen werden, die numeriert sind. Es werden
wiederum je drei Extinktionswerte gemessen, ausgedruckt und deren Mittelwert mit
der Regressionskurve verglichen (Serum 1 in Fig.2). Der Rechner druckt direkt
Internationale Einheiten/ml. '

Es ist unsere Erfahrung, dass diese Art der quantitativen Serologie, vor allem bel
Einprogrammierung von Signifikanzschwellen, wesentlich zum Verstindnis dr
Antigen- AntikOrperreaktionen beitragt.

Es sei nochmals betont, dass diese Programme je nach Bediirfnis sehr leicht abge-
andert werden konnen, z.B. wenn man sich mit Doppel- statt mit Tripelwert!
begniigen will oder wenn man statt einer 95%-Signifikaz (X * 2 s) eine 99%-
Schwelle anstrebt (X = 3 s) u.a.m.

Zusammenfassung

Fiir den Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA), ein Serotest, der sich fiir Massenupter-
suchungen mit Automatisierung eignet, wird ein Lesegerdt beschrieben. Dieses besteht aus eime?
VITATRON-Fotometer gekoppelt iiber ein Interface an einen programmierbaren Rechner/Drucke!
TI 59 von Texas Instruments. Zwei Beispiele von niitzlichen Programmen werden gegeben.

Summary

The ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) has become a frequently used serological tec?:;
nique for the detection of antigens and antibodies against many agents of medical importance. Ini
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sensitivity it is comparable to that of the radioimmunoassays but far easier in its application. Being
acolorimetric method it is fully adaptable to automation. Many instruments have already been descri-
bed, most of them using microtiter plates. In the majority of the equipment available for sale, the optical
densities are printed as such without any evaluation. Some of the apparatuses are semiautomatic and
have a built-in computerized programm for the discrimination of positive/negative values and confi-
dence limits. They are rather expensive. :

We asked Paul Bucher, Laupenring 150, CH - 4054 Basle, to link their photometer Vitatron DCP
by an interface LOG 2 (Kontron, CH-8000 Ziirich) to the calculator/printer TI 59 of Texas Instru-
ments. This combination is now available for some sFr. 10 000~ and has shown to be a very versatile
instrument. The polystyrene tubes used in the experiments can be measured directly. For ordinary
serological work the error caused by the optical heterogeneity of the tubes has been found to be statisti-
cally tolerable. For standard curves the measuring with a 100 ul cuvette ist preferred. The instrument
not only measures and prints the values obtained, but these can also be fed into different programs
and thus are evaluated in any desirable and easily adaptable way. As an example, two different
programs are described:

L. One program permits the discrimination of positive/negative reactions at a threshold limit of
95% confidence. In a competitive test the negative sample, for instance an extract free of staphylo-
coccal enterotoxin is measured five times, andx + sand X — 2 s, i.e. the 95% limit, is calculated. The
unknown sample is measured three times; if the mean value is = x — 2 s it is considered to be positive
and marked with +.

II. Estimation of tetanus antitoxin: Four standards are measured four times each and the respec-
tive means are used for the calculation of a regression curve, The different samples are measured three
times, their means are compared with the regression curve and the final values printed as international
units,

These programs can easily be changed once the user has become familiar with the possibilities
of the TT 59 calculator.

Résumé

Nous présentations un appareil de lecture adapté au test sérologique Enzyme Linked Immunosor-
bent Assay (ELISA). L’automatisation de ce test permet de I'utiliser pour des examens de série. Quant
aPappareil, il s’agit d’un photométre VITATRON couplé a I'Interface d’un ordinateur/imprimeur
programmable TI 59 de Texas Instruments. Nous donnons deux exemples de programmes adéquats.

Riassunto

Si descrive un lettore per il metodo ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), una tecnica
Sierologica che si adatta ad indagini di massa con automatizzazione. Il lettore consiste in un fotometro
VITATRON accoppiato attraverso una «interface» ad un calcolatore scrivente programmabile TT 59
della Texas Instruments. Vengono forniti due esempi di programmi utili.
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BUCHBESPRECHUNGEN

Infektionskrankheiten und ihre Erreger, Bd. 17: Bovine Herpesvirusinfektionen. Von O. C. Straub.

VEB Gustav Fischer, Jena 1978. 211 Seiten, 65 teils farbige Abbildungen, 16 Tabellen, L 6, Lei

nen, DDR 95— M; Ausland 110.— M.

Ausgehend von seiner eigenen Erfahrung und seinen experimentellen Arbeiten iiber Herpes-
virusinfektionen des Rindes, vor allem IBR-IPV, gibt Straub eine Fiille von Informationen. Die Er-
scheinungsformen der IBR-TPV-Infektion, Blischenausschlag, Rhinotracheitis, Enzephalitis
Abort, Keratokonjunktivitis und Mastitis, werden nach klinischem Bild, Immunitit, Pathologic und
Histopathologie sowie Ubertragungsmodus und Epizootologie besprochen. Breiten Raum nimm!
die Darstellung der Entwicklung und Priifung eines Impfstoffes gegen die IBR-IPV-Infektion ein. In
weiteren Abschnitten werden die bovine Mamillitis, das bésartige Katarrhalfieber, afrikanisches bos
artiges Katarrhalfieber sowie weitere bovine Herpesviren besprochen.

Die Monographie gibt sehr niitzliche Informationen. Es ist aber schwierig, sich in der nicht aus-
gewogenen Mischung zwischen Literaturiibersicht und eigenen Ergebnissen zurechtzufinden; durch
eine Straffung und konsequentere Gliederung wiirde der Band sehr viel gewinnen. F. Steck,Bem

Die Terrarientiere Il. Von G. Nietzke. 2. iiberarb. und verbess. Aufl., Ulmer Verlag, Stuttgart 1978,

Preis DM 68.—.

Erginzend zu Band I (siehe Heft 3, Mirz 1979) werden in «Terrarientiere II» Krokodile, Echsen
und Schlangen niher charakterisiert. Diese Beschreibungen bilden den Schwerpunkt des Buches ui)d
geben iiber Artenmerkmale, geographische Verbreitung, Biotop, Aktivititszeit, Temperaturbediirfnls,
Terrarium, Licht, Futter, Vertriglichkeit, Uberwinterung und Spezialliteratur Auskunft, Einleitende
Kapitel machen auf Besonderheiten der Bepflanzung, Zucht und Fiitterung aufmerksam. Die in 4
Neuauflage erstmals enthaltenen Pflanzentabellen helfen dem Terrarianer, die fiir sein Terranum
geeignete Bepflanzung zu finden,

Geschiitzte Tierarten und gesetzliche Bestimmungen im Zusammenhang mit der Haltun
Reptilien sind in einem speziellen Kapitel zusammengefasst. A. Heldstab, Bem

g vol
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