Durchfuhrung EK-CAL

Calprotectin ELISA

Extraktionsmethoden

Generelle Anmerkungen

ELISA

Alle Reagenzien auf Raumtemperatur temperieren

2. Extraktions Devices

ScheBo® Quick-Prep™

+ Gut homogenisieren. Faseriges, unlosliches Mate-

R N . " + Entfernen Sie die Dosierspitze vom
rial in der Probe und Triibungen im verdiinnten

Vorbeschichtete Mikrotiterplatte

Extrakt beeinflussen die Exgebnisse nicht.

1. Standardextraktionsmethode

Austarieren von
Probengefass und
+ Inokulationsschlinge

]

7 49 Volumenanteile
3 O Extraktionspuffer
zugeben

50 bis 100 mg
Stuhl abwiegen

Rohrchen verschlies-
sen und intensiv fiir
30 Min vortexen

~
U

V' 4 n
5 1.0 mlin ein 5 min bei Uberstand in ein
neues Rohrchen  3'000 x g neues Rohrchen
libertragen zentrifugieren dekantieren und
im ELISA einsetzen

JL Rohrchen.

1 5’ » Diese 3-5 Mal in die Probe und ste-
cken und wieder in das Rohrchen
zuriickstecken.

+ Probe mittels eines Vortexmischers

fiir 30 Sek. homogenisieren, 10 Min.
stehen lassen und erneut vortexen.

+ Den Konus zusammen mit der Dosier-
spitze entfernen. Den Extrakt in ein
neues Rohrchen giessen.

* 5 Minuten bei 3'000 x g zentrifugieren
und mit dem ELISA fortfahren.

Smart-Prep

=T -+ Probe in die Vertiefung der Dosier-
kammer driicken.

+ Rohrchen fest auf die Dosierkammer
6' driicken und die Lasche entfernen.

+ 4 ml of Extraktionspuffer zugeben.

HW

+ Probe fiir 1 Min. mit einem Vortex-
mischer homogenisieren.

Den Extrakt in ein neues Rohrchen
giessen.

(6]

+ 5 Minuten bei 3'000 x g zentrifugieren
und mit dem ELISA fortfahren.

Die Extraktionverfahren sind in den entsprechenden Arbeits-
vorschriften, die mit den Devices geliefert werden und auf der
Webseite beschrieben:

http://www.buhlmannlabs.ch/core/inflammation/calprotectin/

30°

30°

15°

715

l( 2x waschen

100 pl Kalibratoren, Kontrollen
oder verdiinnte Proben (1:50)

30 Min. auf einem Horizontal-
schiittler bei 18-28° Cinkubieren

C’ 3 x waschen
100 pl Enzymkonjugat zufiigen

30 Min. auf einem Horizontal-
schiittler bei 18-28° Cinkubieren

5 x waschen

100 pl TMB Substrat zufiigen

l 15 Min. auf einem Horizontal-
schiittler bei 18-28° Cinkubieren

100 pl Stopplosung zufiigen

===P  Auswerten bei 450 nm

Time to Results: <2 Stunden
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Calprotectin ELISA

Anwendung

Quantitative in vitro Bestimmung von humanem
Calprotectin in Stuhlproben nach Extraktion mit
einem Sandwich ELISA.

Pra-Analytik

Stuhlprobe: 50-100 mg Stuhl

Rohrchen ohne chemische
und biologische Zusatze

Probengewinnung:

Probenlagerung: bei 2-8° C bis zu 6 Tagen;

nicht einfrieren

bei £-20° C mindestens 4
Monate

Lagerung der
Extrakte:

Zubehor

Multitube Vortexer
Prazisionswaage (10-150 mg)
Extraktionsdevices
Mikrozentrifuge

Kalibratoren & Kontrollen

5  Kalibratoren* lower range ELISA Protokoll:

10-600 pglg

extended range ELISA Protokoll:
30-1800 pglg

2 Kontrollen niedrig, hoch

* Die Standardprobenverdiinnung wurde bereits
in der Konzentration der Standards
beriicksichtigt!

Technische Daten

fiir die Protokolle unterer! und erweiterter? Messbereich:

Intra-Assay Prazision 4.7 %

n=6; Bereich: 52.5-1246 pg/
je n=20; CV Bereich: 2.7-8.1 %

Inter-Assay Prazision <15%

Proben n=10; range: 18.1-1764 pglg
20 repetitions; CV range: 6.6-14.5 %

Verdiinnungslinearitat 103 %

12 Proben, verdiinnt 1:50 bis 1:12800;
Wiederfindung: 82-124 %

Wiederfindung 100 %

2 Proben wurden mit nativem Calprotectin aus humanem
Serum versetzt;Wiederfindung: 97-103%

Analytische Sensitivitat <10 pglg*

<30 pglg?
Puffer je n=20, in Doppelbestimmung; Mittelwert + 2 SD

Funktionelle Sensitivitat <10 pglg*

<30 pglg?
n=28; Bereich: 5.2-2080 pglg
Je 20 xin Doppelbestimmung; Akzeptanzkriterium: 15% CV

Prizisionsprofil <15%
Das Prazisionsprofil etmoglicht prazise Messungen zwischen
10-600 and 30-1800 pg/g.

Klinischer Cut-off 50 pglg

Ermittelt in einer Studie von Prof. C. Beglinger, Universi-
tatsspital Basel; n=431; Patienten mit gastrointestinalen
Beschwerden*!. Der Cut-off ermoglicht die Differenzierung
zwischen entziindlicher und nicht-organischer Erkrankung.

*1|ower range ELISA Protokoll
*2extended range ELISA Protokoll

Charakteristika

EK-CAL

Typische Standardkurve ( rarameter Logistik)
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2

1.5
E /
c
e 1
<
[=]
o
0.5
>
//

ny_’_’—/<

10 30 100 300 600  *1

30 90 300 900 1800 *2

Calprotectin pglg

Artikelnummer:

EK-CAL 96 wells
Ahnliche Produkte:
EK-MRP8/14 96 wells

I)o BUHLMANN

BUHLMANN Laboratories AG
Germany/Switzerland

info@buhlmannlabs.ch
www.buhlmannlabs.ch
Phone +41 61 487 1212

BUHLMANN in Austria GmbH
Austria

info@buhimannlabs.at
www.buhlmannlabs.at
Phone +43 662 64 01 05



