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1. VERWENDUNGSZWECK

Der hier beschriebene Assay ist fiir die Bestimmung von Hamoglobin-/Haptoglobin Kom-
plexin Stuhl. Nur zur in vitro Diagnostik.

2. EINLEITUNG

Der Hamoglobin/Haptoglobin Komplex kann als Marker flir gastrointestinale Blutungen ver-
wendet werden. Die Untersuchung okkulten Blutes wird in den meisten Fallen zur Erkennung
kolorektaler Karzinome durchgeftihrt. Der immunologische Test fiir den Nachweis des Hamo-
globin/Haptoglobin Komplexes im Stuhl basiert auf Antikérpern, die spezifisch das humane
Molekdil erkennen und damit im Gegensatz zu den Schnelltests den Vorteil bieten, dass sie
erndhrungsunabhéngige Resultate liefern.

Indikationen
= Nachweis von Blutungsquellen im unteren Gastrointestinaltrakt
= Marker fir Colitis Ulcerosa bzw. Morbus Crohn
= Nachweis kolorektaler Karzinome
= Nachweis kolorektaler Polypen

3. TESTPRINZIP

Der vorliegende Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA) dient zur quantitativen Er-
fassung des humanen Hadmoglobin/Haptoglobin Komplexes im Stuhl. Proben und Standards
werden in die mit anti-Haptoglobin Antikérpern beschichteten Vertiefungen der Mikrotiter-
streifen gegeben. Nach einer Inkubation werden nichtgebundene Komponenten entfernt.
Das gebundene Antigen wird mittels eines Antikorper-POD/TMB Systems nachgewiesen. Die
Quantifizierung erfolgt durch Bestimmung der Extinktion bei 450 nm. Anhand eines mitge-
fuhrten Kalibrators und dessen Bezug zu einer Mastereichkurve I&sst sich die Konzentration
des Hdmo-Haptoglobin-Komplexes der Proben ermitteln.



Arbeitsanleitung / Manual

human Hb/Hp-Complex

4. INHALT DER TESTPACKUNG

Artikel Nr. Abkiirzung Kit Komponenten Menge

K 7837D MTP PLATE Mikrotiterplatte, vorbeschichtet 96

K 7837D WP WASHBUF ELISA Waschpufferkonzentrat 10x 2x100 ml

K7837D EP EXBUF Extraktionspufferkonzentrat 2,5x 1x100 ml

K7837DPV | SAMPLEBUF Probenverduinnungspuffer, 1x 100 ml
gebrauchsfertig

K 7837D K CONJ Komugat, (Ma_us anti human Hb, _ 1x15ml

Peroxidase-markiert), gebrauchsfertig

K 7837D CAL CAL Kalibrator, lyophilisiert 4 vials

K 7837D HC HC Hohe Kontrolle, lyophilisiert 4 vials

K7837D LC LC Niedrige Kontrolle, lyophilisiert 4 vials

K 7837D TMB SUB TMB Substrat (Tetramethylbenmdm)‘ 1% 15 ml
gebrauchsfertig

K 7837D AC STOP ELISA Stopplosung, 1x15ml
gebrauchsfertig

5. ERFORDERLICHE LABORGERATE UND HILFSMITTEL

= Bidestilliertes Wasser (aqua bidest.)

= Laborwaage

= Prazisionspipetten und Einmalpipettenspitzen mit variablen Volumina von 10 - 1000 pl
= Folie zum Abkleben der Mikrotiterplatte

= Mikrotiterplattenschittler

= Multikanal- bzw. Multipipette

= Zentrifuge, 3000 x g

= Vortex-Mixer

= Laborubliche Glas- oder Plastikréhrchen (Einmalartikel)

= Mikrotiterplattenphotometer mit Filter 450 nm (Referenzfilter 620 oder 690 nm)
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6. VORBEREITUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Bitte achten Sie bei mehrfachem Einsatz der Platte darauf, dass die Reagenzien, wie in
der Vorschrift beschrieben, gelagert und nur die fir den jeweiligen Ansatz bendti-
gten Reagenzienmengen frisch angesetzt werden. Der Kit kann so bis zu 4 x je nach
Probenaufkommen bis zum angegebenen Haltbarkeitsdatum verwendet werden.

Reagenzien mit einem Volumen kleiner als 100 pl sollten vor Gebrauch zentrifugiert
werden um Volumenverluste zu vermeiden.

Das WASHBUF (Waschpufferkonzentrat) muss vor Gebrauch 1:10 in bidestilliertem
Wasser (aqua bidest.) verdiinnt werden (100 ml Konzentrat + 900 ml aqua bidest.),
gut mischen. Aufgrund der hohen Salzkonzentration in den Stammldsungen kann
es zu Kristallbildungen kommen. Die Kristalle I6sen sich bei Raumtemperatur bzw.
im Wasserbad bei 37 °C auf. Das WASHBUF (Pufferkonzentrat) kann bei 2-8°C bis zum
angegebenen Haltbarkeitsdatum aufbewahrt werden. Die verdtinnte Pufferldsung
ist bei 2-8 °C einen Monat in einem geschlossenen Gefal3 haltbar.

Das EXBUF (Extraktionspufferkonzentrat) muss vor Gebrauch 1:2,5 mit bidestilliertem
Wasser (aqua bidest.) verdiinnt werden (90 ml Konzentrat + 135 ml aqua bidest.).
Aufgrund der hohen Salzkonzentration in den Stammldsungen kann es zu Kristall-
bildungen kommen. Die Kristalle 16sen sich im Wasserbad bei 37 °C auf. Das EXBUF
(Extraktionspufferkonzentrat) kann bei 2-8°C bis zum angegebenen Haltbarkeitsda-
tum aufbewahrt werden. Die verdinnte Pufferldsung ist bei 2-8 °C vier Monate in
einem geschlossenen GefaR haltbar.

CAL (Kalibrator), HC (hohe Kontrolle) und LC (niedrige Kontrolle) werden mit 500 pl
aqua bidest. rekonstituiert und zum Lésen 10 Minuten stehen gelassen. Rekonstitu-
ierte Kalibratoren und Kontrolle kdnnen nicht gelagert werden.

Als Leerwert (BLANK) werden 50 pul SAMPLEBUF (Probenverdiinnungpuffer)
pipettiert.

Alle anderen Testreagenzien sind bei 2-8 °C zu lagern und bei entsprechender Lage-
rung bis zum angegebenen Verfallsdatum (siehe Etikett) verwendbar.
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7. HINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

= Nur zur in vitro Diagnostik.

= Das fur Kitkomponenten verwendete humane Material wurde auf HIV, Hepatitis B und
Hepatitis C getestet und fur negativ befundet. Dennoch wird empfohlen, die Kitkom-
ponenten als Vorsichtsmafnahme immer wie potentiell infektises Material zu behan-
deln.

= Die Kitkomponenten enthalten Natriumazid oder Thimerosal zum Schutz vor bakte-
riellen Kontaminationen. Natriumazid bzw. Thimerosal sind giftig. Auch Substrate fiir
enzymatische Farbreaktionen sind giftig und karzinogen. Jeder Kontakt mit Haut oder
Schleimhaut ist zu vermeiden.

+ Die Stoppldsung besteht aus verdunnter Schwefelsaure (H,SO,). H,SO, ist eine starke
Séure und muss auch in verdiinnter Form mit Vorsicht verwendet werden. H_SO, verur-
sacht bei Kontakt mit der Haut Verdtzungen. Es sollte daher mit Schutzhandschuhen,
Schutzkleidung und Schutzbrille gearbeitet werden. Bei Kontakt mit der Schwefelsau-
re muss die veratzte Stelle sofort mit viel Wasser gespult werden.

= Die Reagenzien dirfen nach Ablauf des Mindesthaltbarkeitsdatums nicht mehr ver-
wendet werden.

8. PROBENVORBEREITUNG
Stuhlprobenextraktion
1. Stuhlaufbereitungssystem (SAS) (Artikel-Nr. K 6998SAS)

Stuhlréhrchen - Anwendung
Bitte beachten Sie, dass der Verdiinnungsfaktor der Stuhlsuspension von der aufge-
nommenen Stuhlmenge und dem Puffervolumen abhangig ist:

SAS mit 1,5 ml Puffer:

Aufgenommene Stuhlmenge: 15mg
Puffervolumen: 1,5ml
Verdinnungsfaktor: 1:100

Die Aufbereitung von Stuhlproben mit Hilfe des SAS wird wie folgt durchgefuhrt:

a) Die Rohprobe muss aufgetaut sein, bei auffallend inhomogenen Proben empfiehlt sich
eine mechanische Homogenisierung durch Spatel, Impfose 0.A.

b) Das unbefullte Stuhlréhrchen vor der Verwendung mit 1,5 ml gebrauchsfertigem
Extraktionspuffer befullen.
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c) Réhrchen aufschrauben (gelbes Gewinde), der untere Teil des Stabchens weist Einker-
bungen auf, welche durch Einstechen in die Stuhlprobe vollkommen mit Probe be-
deckt werden missen. AnschlieRend das Stabchen durch den Abstreifring zuriick ins
Réhrchen stecken (leichter Widerstand) und fest verschrauben.

d) Das Rohrchen solange mischen bis keine Stuhlreste mehr in den Einkerbungen
auszumachen sind. Fur die Erhebung valider Messwerte ist darauf zu achten, dass die
Stuhlsuspension nach dem Mischungsprozess eine mdglichst homogene Konsistenz
aufweist. Bei besonders festen Stiihlen kann die Homogenitat der Suspension durch
langeres ,einweichen“ (ca. 10 min) des Stuhls in Extraktionspuffer bedeutend gestei-
gert werden.

e) Nach erfolgter Suspendierung der Probe wird das R6hrchen ca. 10 Minuten stehen
gelassen. Aufschwimmende Schalen von Kérnern u.A. kénnen hierbei vernachlassigt
werden.

f) AnschlieBend wird der gesamte Kopf des Stuhlréhrchens (tirkiser Ring) zusammen
mit dem Stabchen vorsichtig abgeschraubt und verworfen. Bei dem Abschrauben des
Kopfes ist darauf zu achten, dass das abgesetzte Sediment nicht erneut aufgewirbelt
wird.

Die suspendierte Probe ist nun fur die Verwendung im ELISA bereit. Die Probe kann auch
in einen Pipettierautomaten eingesetzt werden, dazu die Probe an die, in der Arbeitsliste
definierte Position im Samplerack stellen.

Die Stuhlsuspension ist 3 Tage bei 2-8°C haltbar.

9. TESTDURCHFUHRUNG

Hinweise

= Reagenzien der Testpackung durfen nicht mit anderen Chargen gemischt werden.

= Qualitatskontrollen sollten immer mitgemessen werden.

= Inkubationszeit, Temperatur und Pipettiervolumina sind vom Hersteller festgelegt.
Jegliche Abweichung der Testvorschrift, die nicht mit dem Hersteller koordiniert wur-
de, kann zu fehlerhaften Ergebnissen fihren. Immundiagnostik Ubernimmt keine Haf-
tung.

= Die Reagenzien durfen nach Ablauf des Mindesthaltbarkeitsdatums nicht mehr ver-
wendet werden.
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Pipettierschema

Die vorbeschichtete Mikrotiterplatte vor Gebrauch 5x mit je 250 ul verdiinntem
WASHBUF waschen. Mikrotiterplatte nach dem letzten Waschgang auf Saugpapier
ausschlagen.

Die Bestimmungen sind in der Mikrotiterplatte in Doppelwerten durchzufuhren.

Wenn uber eine Hausinterne Evaluierung sichergestellt ist, dass die Prazision den im
Haus vorgegebenen Qualitatskriterien entspricht, kann das Anwenderlabor auf eigene
Verantwortung die Analysen in Einfachwerten durchfiihren.

50 pl SAMPLEBUF (Probenverdiinnungspuffer) in jede Vertiefung vorlegen.

50 pl HC/LC/CAL/BLANK/SAMPLE (hohe Kontrolle/niedrige Kontrolle/Kali-
brator/Leerwert/Probe) in die jeweiligen Vertiefungen pipettieren (siehe bei-
liegende Plattenbelegung).

1 Stunde bei Raumtemperatur (18-26 °C) inkubieren.

Den Inhalt der Platte verwerfen und 5 x mit je 250 pl verdiinntem WASHBUF
waschen. Mikrotiterplatte nach dem letzten Waschgang auf Saugpapier aus-
schlagen.

100 pl CONJ (Konjugat) pro Vertiefung pipettieren.

1 Stunde bei Raumtemperatur (18-26 °C) inkubieren.

Den Inhalt der Platte verwerfen und 5 x mit je 250 pl verdiinntem WASHBUF
waschen. Mikrotiterplatte nach dem letzten Waschgang auf Saugpapier aus-
schlagen.

100 ul SUB (Substrat) in jede Vertiefung pipettieren.

15 Minuten bei Raumtemperatur (18-26 °C) inkubieren bis ausreichend groRe
Farbdifferenzen auftreten.

10.

50 pl STOP (Stopplésung) in jede Vertiefung pipettieren.

11.

Extinktion sofort im Mikrotiterplattenphotometer bei 450 nm gegen die Refe-
renzwellenlange 620 nm (oder 690 nm) messen.
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10.

11.

ERGEBNISSE

Fur die Auswertung der Messwerte verwenden Sie bitte ein 4-parametrisches Logit-Log
Model unter Verwendung der Angaben zu dem Verlauf der Kalibrationskurve sowie der
optischen Dichte des Kalibrators (CAL), welche auf dem QC-Datenblatt der jeweiligen
Kitcharge zu finden sind.

Abhéangig von der verwendeten Software kann der Kalibrationskurvenverlauf sowohl
durch die Parameter AB,C und D als auch durch die Wertepaare aus Konzentration und
optischer Dichte der Standards beschrieben werden.

Achtung: Die Parameterwerte miissen genau eingegeben werden, da selbst geringe Ab-
weichungen der Zahlenwerte zu massiven Stérungen der Auswertung fithren kdnnen.

Nach jeder Auswertung sollte stets eine Kontrolle der Doppelwerte auf Plausibilitat
(»Ausreilerkontrolle*) durchgefiihrt werden; falls dies nicht durch das verwendete Pro-
gramm erfolgt, sollte diese der Operator durchfiihren.

Stuhlproben

Da die Probenverdiinnung in der Standardkurve bereits berticksichtigt wurde, ist der Ver-
dinnungsfaktor gleich 1.

EINSCHRANKUNGEN

Proben mit einer H&mo-Haptoglobin-Komplex-Konzentration groRer 50 pg/ml sollten
mit Probenverdinnungspuffer starker verdinnt und nochmals im Assay eingesetzt
werden.



Arbeitsanleitung / Manual human Hb/Hp-Complex

12.

13.

14.

QUALITATSKONTROLLE

Wir empfehlen die Kontrollen oder Serum/Stuhl Pools, bei jedem Testansatz mitzumes-
sen. Die Ergebnisse der Kontrollen miissen auf Richtigkeit Uberpruft werden. Liegen eine
oder mehrere Kontrollen auf3erhalb des angegebenen Bereiches kann Immundiagnostik
die Richtigkeit der Proben nicht gewéhrleisten.

Erwartete Ergebnisse

Normwerte
Hb/Hp-Komplex Konzentration (Stuhl): ~ <2ug/ml 4 <2ug/g

(1g Stuhl 2 1ml)

Wir empfehlen jedem Labor einen eigenen Normwertbereich zu etablieren.

TESTCHARAKTERISTIKA

Sensitivitat und Spezifitat

Die Nachweisgrenze wurde festgelegt als B + 2 SD. Gemessen wurde 20 mal der Stan-
dard null. Die Messungen ergaben eine Nachweisgrenze von 0.054 pg/ml.

1 0.036 0.009 0.054

LITERATUR

1.Luthgens, K. et al.(1998) Clin. Lab. 44:543-551
2.Thomas, L.5. Auflage 5, Labor und Diagnose
3.Schmidt-Gayk, H. et al. (1994) Clin. Lab. 40:77-81

Publikationen zum Immundiagnostik Hamoglobin/Haptoglobin-
Komplex-ELISA:

1. Schirrmacher S et al. (2003) Abstract P4.54 of EUREGIO Congress of Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine, 08.-10.10.2003, Aachen
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15.

10

ALLGEMEINE HINWEISE ZUM TEST

Dieser Kit wurde nach der IVD Richtlinie 98/79/EG hergestellt und in den Verkehr
gebracht.

Alle im Kit enthaltenen Reagenzien durfen ausschlieflich zur in vitro Diagnostik
verwendet werden.

Fir die Qualitatskontrolle sind die fiir medizinische Laboratorien erstellten Richtlinien
zu beachten.

Das fiir Kitkomponenten verwendete humane Material wurde auf HIV, Hepatitis B
und Hepatitis C getestet und flr negativ befundet. Dennoch wird empfohlen, die Kit-
komponenten als Vorsichtsmalinahme immer wie potentiell infektidses Material zu
behandeln.

Die Kitkomponenten enthalten Natriumazid oder Thimerosal zum Schutz vor bakte-
riellen Kontaminationen. Natriumazid bzw. Thimerosal sind giftig. Auch Substrate fiir
enzymatische Farbreaktionen sind giftig und karzinogen. Jeder Kontakt mit Haut oder
Schleimhaut ist zu vermeiden.

Die Stopplésung besteht aus verdiinnter Schwefelsaure (H,SO,). H,SO, ist eine starke
Saure und muss auch in verdunnter Form mit Vorsicht verwendet werden. H,SO, verur-
sacht bei Kontakt mit der Haut Veratzungen. Es sollte daher mit Schutzhandschuhen,
Schutzkleidung und Schutzbrille gearbeitet werden. Bei Kontakt mit der Schwefelséu-
re muss die veratzte Stelle sofort mit viel Wasser gespult werden.

Bestandteile verschiedener Packungen nicht untereinenderen austauschen.
Reagenzien nach Ablauf des Mindesthaltbarkeitsdatums nicht mehr verwenden.
Bestimmung immer nach der im Kit beigefligten Arbeitsanleitung durchfihren.

Die Testcharakteristika wie Inkubationszeiten, Inkubationstemperaturen und Pipettier-
volumina der verschiedenen Komponenten wurden vom Hersteller festgelegt. Nicht
mit dem Hersteller abgesprochene Veranderungen in der Testdurchfihrung kénnen
die Resultate beeinflussen. Die Firma Immundiagnostik AG Ubernimmt fur die hier-
durch entstandenen Schéden und Folgeschéden keine Haftung.

Bei Gewahrleistungsanspriichen ist das beanstandete Material mit schriftlicher Erkla-
rung innerhalb von 14 Tagen zum Hersteller, der Immundiagnostik AG, zurtick zu sen-
den.
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Verwendete Symbole:

Temperaturbegrenzung Bestellnummer

Inhalt ausreichend fiir <n>

In-Vitro-Diagnostikum Priifungen

< [

96

Hersteller Verwendbar bis

)

El B

LOT

Chargenbezeichnung

11
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1. INTENDED USE

The Immundiagnostik Assay is intended for the quantitative determination of Hemoglobin-
/Haptoglobin-Complex in stool. For in vitro diagnostic use only.

2. SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST

In contrast to other commercially available Hemoglobin quick tests, this Hemoglobin-/Hap-
toglobin-Complex ELISA does not require previous adherence to a diet (no raw meat etc.)
and recognizes human Hemoglobin in 100-fold lower concentrations. This avoids false-ne-
gative results. Because of the choice of antibodies, false-positive results are almost excluded.
Recent data show that the Hemoglobin-/Haptoglobin-Complex determination increases the
clinical specificity and sensitivity.

Indications
= Occult blood in stool
= Crohn’s disease; Ulcerative Colitis
= Suspicion of colon carcinoma
= Polyps in the colorectum

3. PRINCIPLE OF THETEST

The Enzyme-Linked-Immuno-Sorbent-Assay (ELISA) is used for quantitative determination of
Hemoglobin-Haptoglobin-Complex in stool.

The Hemoglobin-Haptoglobin-Complexes in the sample are bound to anti-Haptoglobin an-
tibodies (in excess), which are immobilized on the surface of the microtiter wells. To remove
all unbound substances, a washing step is carried out. In a second incubation step an anti-
Hemoglobin peroxidase labeled antibody is added. After another washing step, to remove all
unbound substances, the solid phase is incubated with the substrate, tetremethylbenzidine
(TMB). An acidic solution is then added to stop the reaction. The color converts from blue to
yellow. The intensity of the yellow color is directly proportional to the concentration of Hemo-
globin in the sample. Hemo-Haptoglobin-Complexes, present in patient samples is quantified
by reffering the optical density of patient's samples to a Lot-dependant master calibration
curve. This is done by using a Reference/Calibrator that is run with each test.

15
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4. MATERIAL SUPPLIED

K 7837D MTP PLATE One holder with precoated strips 12x8
K 7837D WP WASHBUF ELISA wash buffer concentrate (10x) 2x100 ml
K 7837D EP EXBUF Extraction buffer concentrate 2,5x 1x2100 ml
K7837D PV SAMPLEBUF Dilution buffer, ready-to-use 1x100 ml
K 7837D K CONJ Conjugate, (mouse-anti human Hb, 1% 15 ml
peroxidase-labeled), ready-to-use
K 7837D CAL CAL Calibrator, lyophilized 4 vials
K7837D HC HC high Control, lyophilized 4 vials
K7837D LC LC low Control, lyophilized 4 vials
K 7837D TMB SUB TMB substrate (Tetramethylbenzidine) 1x15ml
ready-to-use
K 7837D AC STOP ELISA stop solution, ready-to-use 1x15ml
5. MATERIAL REQUIRED BUT NOT SUPPLIED

16

= Bidistilled water (aqua bidest.)

= Laboratory balance

= Precision pipettors and disposable tips to deliver 10-1000 pl

= Foil to cover the microtiter plate

= Horizontal microtiter plate shaker

= A multi-channel dispenser or repeating dispenser

= Centrifuge capable of 3000 x g

= Vortex-Mixer

= Standard laboratory glass or plastic vials, cups, etc.

= Microtiter plate reader at 450 or 405 nm
(reference wave length 620 or 690 nm)
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6. PREPARATION AND STORAGE OF REAGENTS

To run assay more than once, ensure that reagents are stored at conditions stated on
the label. Prepare only the appropriate amount necessary for each assay. The kit
can be used up to 4 times within the expiry date stated on the label.

Reagents with a volume less than 100 pl should be centrifuged before use to avoid
loss of volume.

The WASHBUF (wash buffer concentrate) should be diluted with aqua bidest. 1:10
before use (100 ml concentrate + 900 ml aqua bidest.), mix well. Crystals could
occur due to high salt concentration in the stock solutions. The crystals must be re-
dissolved at room temperature or at 37°C before dilution. The WASHBUF (wash buffer
concentrate) is stable at 2-8°C until the expiry date stated on the label. Diluted buffer
solution can be stored in a closed flask at 2-8°C for one month.

The EXBUF (extraction buffer concentrate) should be diluted with aqua bidest. 1:2.5
before use (90 ml concentrate + 135 ml aqua bidest.). Crystals could occur due to high
salt concentration in the stock solutions. The crystals must be redissolved in a water
bath at 37°C before dilution. The EXBUF (extraction buffer concentrate) is stable at
2-8°C until the expiry date stated on the label. Diluted buffer solution can be stored
in a closed flask at 2-8°C for four months.

The lyophilized HC (high control), LC (low control) and CAL (calibrator) must be
reconstituted with 500 ul aqua bidest. Allow the vial content to dissolve for 10 mi-
nutes and mix thoroughly by gentle inversion to insure complete reconstitution.
Reconstituted standards and control are not stable.

Please dispense 50 pl of SAMPLEBUF (sample dilution buffer) as BLANK into the
respective well.

All other test reagents are ready to use. Test reagents are stable until the expiry date
(see label of test package) when stored at 2-8°C.

17
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PRECAUTIONS

= For invitro diagnostic use only.

= Human materials used in kit components were tested and found to be negative for HIV,
Hepatitis B and Hepatitis C. However, for safety reasons, all kit components should be
treated as potentially infectious.

= Kit reagents contain sodium azide or thimerosal as bactericides. Sodium azide and thi-
merosal are toxic. Substrates for the enzymatic color reactions are toxic and carcinoge-
nic. Avoid contact with skin or mucous membranes.

= Stop solution is composed of sulfuric acid, which is a strong acid. Even diluted, it still
must be handled with care. It can cause acid burns and should be handled with gloves,
eye protection, and appropriate protective clothing. Any spills should be wiped out
immediately with copious quantities of water.

= Reagents should not be used beyond the expiration date shown on the kit label.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION
Extraction of the stool sample

Stool Sample Application System (SAS) (Cat. No.: K 6998SAS)

Stool sample tube — Instruction for use:

Please note that the dilution factor of the final stool suspension depends on the used
amount of stool sample and the volume of the buffer.

SAS with 1.5 ml Buffer:

Applied amount of stool: 15mg
Buffer Volume: 1.5mi
Dilution Factor: 1:100

Please follow the instructions for the preparation of stool samples using the SAS as
follows:

a) The raw Stool Sample has to be thawed. For remarkably inhomogeneous samples we
recommend a mechanical homogenisation using an applicator, inoculation loop or
similar device.

b) Fill the empty sample tube with 1.5 ml of ready-to-use extraction buffer before using
it with the sample. Important: Allow the extraction buffer to reach room temperature.
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¢) Unscrew the tube (yellow part of cap) to open. Insert yellow dipstick into sample. The
lower part of the dipstick exhibits notches which need to be covered completely with
stool after inserting it into the sample. Place dipstick back into the tube.When putting
the stick back into the tube, excess material will be stripped off and leave 15 mg of
sample to be diluted. Screw tightly to close the tube.

d) Shake the tube well until no stool sample remains in the notches. Important: Please
make sure that you have a maximally homogenous suspension after shaking. Espe-
cially with more solid samples, soaking the sample in the tube with buffer for ca. 10
minutes improves the result.

e) After suspension of the sample, allow to dissolve for ca. 10 minutes until no sediment
remains on the bottom. Floating material like shells of grains can be neglected.

f) Carefully unscrew the complete cap of the tube including the turquoise ring plus the
dipstick. Discard cap and dipstick. Make sure, the sediment will not be dispersed again.
The sample suspension is ready for use.

The sample can also be used in a pipetting automat. Place the sample in the sample rack
according to instrument instructions.

The sample suspension is stable for 3 days at 2-8°C.

9. ASSAY PROCEDURE

Procedural notes

+ Do not mix different lot numbers of any kit component.
+ Quality control guidelines should be followed.

+ Incubation time, incubation temperature and pipetting volumes of the components
are defined by the producer. Any variation of the test procedure, which is not coordina-
ted with the producer, may influence the results of the test. Immundiagnostik AG can
therefore not be held responsible for any damage resulting from wrong use.

+ The assay should always be performed according the enclosed manual.
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Test procedure

Wash the precoated microtiter plate 5 x with 250 pl diluted WASHBUF. Carry out the
tests in duplicate. After the final washing step, the inverted microtiter plate should be
firmly tapped on absorbent paper to remove excess solution.

The user can perform single analyses on his own responsibility, if the precision of the own
internal measurements meets the in-house quality requirements.

1. Addineach well 50 pl of SAMPLEBUF (sample dilution buffer)

2. Then 50 pl of HC/LC/CAL/BLANK/SAMPLE (high control/low control/calibrator/
Blank/Sample) into respective well. (see template given in the test kit).

3. Incubate for 1 hour at room temperature (18-26 °C).

4.  Decant the content of the plate and wash the wells 5 x with 250ul diluted
WASHBUF.

5. Add 100 pl of CONJ (Peroxidase-labeled antibody).

6. Incubate for 1 hour at room temperature (18-26 °C).

7. Decant the content of the plate and wash the wells 5 x with 250ul diluted
WASHBUF.

8. Add 100 ul SUB (TMB substrate).

9. Incubate for 15 minutes at room temperature (18-26 °C).

10. Add 50 pl STOP (stop solution) and mix shortly.

11. Determine absorption immediately with an ELISA reader at 450 nm against

620 nm (or 690 nm) as reference. If no reference wavelength is available, read
only at 450 nm.
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10.

11.

RESULTS

For result evaluation, please use a four parametric logit-log model based on the standard
curve of the respective kit lot and the Calibrator value (CAL). All essential information on
the standard curve is provided on the QC data sheet of the respective product lot.

The calibration curve can be expressed either by the concentration of each standard with
its corresponding optical density or by the four parameters AB,C and D. In both cases the
optical density of the calibrator (CAL) is essential.

Depending on your evaluation software program, either the one or the other kind of data
described above should be entered.

Caution: Please make sure that all parameters and values are transferred accurately into
your software as minor deviations can cause severe errors during evaluation.

The plausibility of replicate values should always be examined after automatic evaluation
of the results. If this option is not available with the used program, a control of the replicate
values should be done manually by the operator.

Faeces
Since the sample dilution is already considered in the calibration curve, the dilution
factoris 1.

LIMITATIONS

Samples with Hemoglobin-Haptoglobin-Complex levels greater than 50 ug/ml should
be higher diluted and re-assayed.
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12.

13.

14.
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QUALITY CONTROL
Immundiagnostik AG recommends the use of commercial control samples for inter-
nal quality control if available.

Control samples should be analyzed with each run. Results, generated from the analy-
sis of control samples, should be evaluated for acceptability using appropriate statistical
methods. The results for the patient samples may not be valid, if within the same assay
one or more values of the quality control sample are outside the acceptable limits.

Expected values

Normal range
Hemoglobin-/Haptoglobin-Complex (stool) <2 pg/ml 2 <2 pug/g
(1g Stool 2 1ml)

We recommend each laboratory to establish its own norm concentration range.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Sensitivity and Specifity

The sensitivity was set as B + 2SD. The zero-standard was measured 20 times. A detection
limit of 0.054 pug/ml was obtained.

1 0.036 0.009 0.054
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15. GENERAL NOTES ON THE TEST AND TEST PROCEDURE

This assay was produced and put on the market according to the IVD guidelines of
98/79/EC.

For in vitro diagnostic use only.

Quality control guidelines should be followed.

Human materials used in kit components were tested and found to be negative for HIV,
Hepatitis B and Hepatitis C. However, for safety reasons, all kit components should be
treated as potentially infectious.

Kit reagents contain sodium azide or thimerosal as bactericides. Sodium azide and thi-

merosal are toxic. Substrates for the enzymatic color reactions are toxic and carcinoge-
nic. Avoid contact with skin or mucous membranes.

Stop solution is composed of sulfuric acid, which is a strong acid. Even diluted, it still
must be handled with care. It can cause acid burns and should be handled with gloves,
eye protection, and appropriate protective clothing. Any spills should be wiped out
immediately with copious quantities of water.

Do not mix different lot numbers of any kit component.
Reagents should not be used beyond the expiration date shown on the kit label.
The assay should always be performed according the enclosed manual.

Incubation time, incubation temperature and pipetting volumes of the components
are defined by the producer. Any variation of the test procedure, which is not coordina-
ted with the producer, may influence the results of the test. Immundiagnostik AG can
therefore not be held responsible for any damage resulting from wrong use.

Warranty claims and complaints in respect of deficiencies must be logged within 14
days after receipt of the product. The product should be send to Immundiagnostik AG
along with a written complaint.
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Used Symbols:

Temperatur limitation

In-Vitro-Diagnostic Medical Device

Manufacturer
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LOT Lot number
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