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ORG 580 Calprotectin

KRATKY POPIS
Calprotectin je testovaci systém ELISA pro kvantitativni méfeni kalprotektinu ve vzorcich lidské stolice k pouZiti pfi
hodnoceni zanétlivych stfevnich poruch. Tento vyrobek je ur¢en pouze pro profesionaini in vitro diagnostiku.

POUZIVANE SYMBOLI

Diagnosticky zdravotnicky prostredek in vitro Mikrotitraéni
o ’ [cateraTOR]A]  Kalibrator
Vyrobee [cABRAOR[E]  Kalibrétor
REF| Katalogové &islo [causrRaTOR[C]  Kalibrator
V% postacu [caueraToR[D]  Kalibrator
Je pro [cauerator[E]  Kalibrator
LOT]  Kod Sarte [cAuBRATOR]F]  Kalibrator
[CoNTROL [+] Kontrola pozitivni
e Spotfebujte do Kontrola negativni
ZJB’C Teplotni omezeni
Vzorkovy pufr
C viznavod k poutiti Enzymovy konjugat
/:’&\ Chrarite pfed slune¢nim svétlem Extrakce média
[Tme] TMB substratovy roztok
® Pro jednorazoveé poutiti Ukondovaci roztok
o Datum vyroby Promyvaci pufr
RTU Pripraven k pouziti

PRINCIP TESTU

Mikrojamky se povle¢ou protilatkami proti kalprotektinu.

Kalprotektin obsaZeny ve vzorku stolice musi byt ze stolice uvolnén extrakénim médiem. Pak mlzZe byt
extrahovany kalprotektin analyzovan pomoci soupravy Calprotectin ELISA.

Stanoveni je zaloZzeno na nepfimé imunitni reakci navazaného enzymu, kterd ma tyto faze: Kalprotektin
extrahovany ze vzorku stolice se vaze na protilatky pokryvajici povrch reakénich jamek. Po inkubaci se ve
vymyvacim kroku odstrani nenavazany kalprotektin. Nasledné pfidany enzymaticky konjugat se navaze na
imobilizovany komplex protilatky a antigenu. Po inkubaci se pfi druhém promyti odstrani nenavazany enzymaticky
konjugat. Po pfidani enzymatického substratu dojde k hydrolyze a ke vzniku zbarveni v prabéhu inkubace.
Pridavek kyseliny zastavi reakci, které tvofi Zluty finalni produkt. Intenzita Zlutého zbarveni odpovida koncentraci
komplexu protilatky a antigenu a Ize ji fotometricky méfit pfi vinové délce 450 nm.
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OBSAH SOUPRAVY

ORG 580 N/ 96 Dostacuje pro 96 stanoveni
1 Délitelna mikrotitraéni desticka obsahujici 12 modulli s 8 jamkami. PFipraveno k pouziti.
Kéd produktu na mikrotitraéni: CP

[catierATORTA]  1x 1.5 ml Kalibrator A 15 ug/g; obsahujici lidsky kalprotektin v séru / puferova matrice (PBS,
BSA, saponaty, NaN3 0.09%). Pfipraveno k pouZiti.

[cauBrATOR]B]  1x 1.5 ml Kalibrator B 50 ug/g; obsahuijici lidsky kalprotektin v séru / puferova matrice (PBS, BSA,
saponaty, NaN3 0.09%). Pripraveno k pouZiti.

[catBrATOR]C]  1x 1.5 mI  Kalibrator C 100 ug/g; obsahuijici lidsky kalprotektin v séru / puferova matrice (PBS,
BSA, saponaty, NaN3 0.09%). Pfipraveno k pouZiti.

E 1x 1.5 ml  Kalibrator D 200 ug/g; obsahujici lidsky kalprotektin v séru / puferova matrice (PBS,
BSA, saponaty, NaN3 0.09%). Pfipraveno k pouZiti.

[catrATORTE]  1x 1.5 ml Kalibrator E 500 pg/g; obsahuijici lidsky kalprotektin v séru / puferova matrice (PBS,
BSA, saponaty, NaN3 0.09%). Pfipraveno k pouZiti.

[caieraTOR]F]  1x 1.5 mI  Kalibrator F 1000 pg/g; obsahujici lidsky kalprotektin v séru / puferova matrice (PBS,
BSA, saponaty, NaN3 0.09%). Pfipraveno k pouZiti.

[CoNTROL [#] 1x 1.5 ml Kontrola pozitivni, obsahuijici lidsky kalprotektin v séru / puferova matrice (PBS, BSA,
saponaty, NaN3 0.09%). Pfipraveno k pouziti. Koncentrace je uvedena v certifikatu o

analyze.

1x 1.5 ml  Kontrola negativni, obsahujici lidsky kalprotektin v séru / puferova matrice (PBS, BSA,
saponaty, NaN3 0.09%). Pfipraveno k pouZiti. Koncentrace je uvedena v certifikatu o
analyze.

20 ml Vzorkovy pufr P; Zluta; obsahuje PBS, BSA, saponaty, ochranny prostiedek azid sodny
0.09%, 5x koncentrat.

15 ml Enzymovy konjugat; svétle Gervena; obsahuje protilatky anti-Calprotectin, ozna&eno
HRP; PBS, BSA, detergent, ochranny prostfedek PROCLIN 0,05%

20 ml Extrakéni médium; obsahuje TBS, stabilizaéni protein, extrakéni reagencii, konzervant
azid sodny 0,09%; 4x koncentrat.

15 ml TMB substratovy roztok; 3,3, 5,5'- tetramethyl-benzidin. Pfipraveno k pouZziti.

15 ml Ukonc&ovaci roztok; obsahuje kyselinu. Pfipraveno k pouZziti.

20 ml Promyvaci pufr; obsahuje Tris, detergent, ochranny prostfedek azid sodny 0,09%; 50x
koncentrat.

[l 1 Navod k pouziti: ELISA Mini-DVD

() 1 Certifikat analyzy

POTREBNE VYBAVENI

* Reader — ¢tecka mikrotitranich desek schopna koncovych méfeni pfi 450 nm; volitelné 620 nm referenéni vinové
délky

software pro redukci dat

vicekanalovy davkova¢ nebo pipeta pro opakované davkovani o obsahu 100 pl
Virovy mixér, vibraéni tfepadlo, stolni odstfedivka, volitelné: pfesna méfidla
mikropipety se Spickami na jedno pouziti na 10 pl, 100 pl, 1000 pl, volitelné: 5 pl
laboratorni stopky

destilovana nebo deionizovana voda

odmérny valec na 1000 ml, 100 ml

plastova nadoba pro skladovani promyvaciho roztoku.

DALSI PRISLUSENSTVI

« ORG 282 Stool Extraction Tubes; obsahuje 100 tub.
+ SSCO Stool Sample Collector

* F5179 Extrakéni médium, 20 ml, 4x koncentrat.
Tyto doplriky se prodavaji zvlast.

Automatizace
Orgentec ELISA sety Ize pouzit na otevienych automatickych procesorli ELISA. Kazdy test musi byt validni na

pfislusném automatizovaném systému. Informace jsou k dispozici na vyzadani.
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SKLADOVANI A STABILITA

 Skladujte testovaci sadu pfi 2-8°C na tmavém misté.

» Béhem skladovani a pouzivani nevystavuijte ¢inidla horku, sluneénimu zareni nebo silnému svétlu.

+ Skladujte mikrotitraéni hermeticky uzavfeny a v suchu v dodaném zasobniku.

» Uchovatelnost neotevienésoupravy je 18 mésict od data vyroby. Neoteviena ¢inidla jsou stabilni do konce
expirace sady. Viz §titky pro individualni $arzi.

* Rozfedény myci roztok, extrakce média a vzorkovy pufr jsou stabilni minimalné 30 dni, jsou-li skladovany pfi 2-8°
C. Doporucujeme spotiebovat stejny den.

POZNAMKY K PRACOVNIMU POSTUPU

Slozky soupravy nepouzivejte po uplynuti doby trvanlivosti.

Nezamnériujte jednotlivé soucasti souprav z rlznych $arzi a produkty.

V8echny slozky museji mit pokojovou teplotu (20 — 28 °C).

Extrahujte vzorky a pfipravte vSechny reagencie. Jakmile test zacne, je nutné provést cely bez pferuseni.

Dvojité kontroly mohou byt provedeny. Timto zptisobem chyby pipetovani mohou byt vice ziejmé.

Provadéjte jednotlivé kroky testu vyhradné v uréeném poradi.

VZzdy pouzivejte Cerstvé nafedéné vzorky.

Pipetujte veSkeré slozky a vzorky na dna jamek.

Aby nedochazelo ke kontaminaci, vyménuijte Spicku mezi jednotlivymi vzorky a kontrolami soupravy.
Dosazeni nejlepSich vysledk(l je podminéno dikladnym vymytim titracnich jamek a dudkladnym odstranénim

promyvaciho pufru.

V8echny kroky inkubace museji byt pfesné ¢asovany.

Mikrotitracni destiCku nepouzivejte opakované.

UPOZORNENi A PREVENCE

* V§echna ¢inidla této sady jsou navrZzena pouze pro profesionalni in vitro diagnostiku.

« Kalibratory a kontroly obsahuji kalprotektin lidského ptvodu. ProtoZe pfi Zzadném testu nelze zaruéit, Ze v lidském
materialu nejsou pfitomny choroboplodné zarodky, doporu€ujeme, aby se s kalibratory i s kontrolami zachazelo
jako s potencialné infekénim materidlem.

* Bilkovina hovéziho séra (BSA) pouzita v komponentach byla otestovana na BSE a to negativné.

*» Vyhnéte se kontaktu se substratem TMB (3,3",5,5 -tetrametyl benzidin).

» Ukond&ovaci roztok obsahuje kyselinu, dle klasifikace je bezpecna. Zabrarite kontaktu s pokozkou.

» Kontrola, vzorkovy roztok a myci roztok obsahuji 0.09% azidu sodného jako ochranny prostfedek. Tato
koncentrace je klasifikovana jako bezpeéna.

» Enzym konjugace obsahuje 0.05% ProClinu 300 jako ochranného prostfedku. Tato koncentrace je klasifikovana
jako bezpecna.

Béhem manipulace se vSemi €inidly, kontrolami vzorky séra sledujte stavajici nafizeni pro laboratorni bezpeénost a

spravnou laboratorni praci:

Prvni pomoc: V pfipadé kontaktu s pokozkou ihned dikladné oplachnéte vodou a saponatem. Sundejte

kontaminovany odév a boty a pred dal$im pouZitim je omyjte. Dojde-li ke kontaktu systémové kapaliny s kizi,

oplachnete dikladné vodou. Po kontaktu se zrakem dukladné oplachujte oteviené oéi tekouci vodou po dobu
alespori 10 minut. Dle potfeby vyhledejte Iékafskou pomoc.

» Osobni opatfeni, ochranné vybaveni a postup v pfipadé nouze:

Sledujte nafizeni laboratorni bezpeénosti. Vyvarujte se kontaktu s pokozkou a o¢ima. Nepozivejte. Nenasavejte

usty. Nejezte, nepije, nekuite nebo nenanasejte make up v oblastech, kde se manipuluje se vzorky nebo sadou

¢inidel. Pri vyliti absorbujte inertnim materialem a polity material fadné zlikvidujte.

« Limity vystaveni / ochrana osob: Noste ochranné rukavice z nitridové pryze nebo pfirozeného latexu. Noste
ochranné bryle. Pfi pouzivani dle uréeného pouziti nejsou znamy nebezpecné reakce.

« Situace, kterym je tfeba predchazet: Roztok substratu je citlivy na svétlo. Skladujte na tmavém misté.

« Pri likvidaci laboratorniho odpadu je tfeba dodrzovat mistni a narodni pfedpisy.

Dodrzujte smérnici pro provadéni fizeni kvality ve zdravotnickych laboratofich analyzaénimi kontrolami séry.

Priprava Slozek

Naredte obsah Promyvaciho pufru koncentratu (50x) s destilovanou nebo deionizovanou vodou na kone¢ny objem
1000ml (11).
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Vzorkovy pufr P: Pfed pouzitim, nafedte obsah (20 ml) lahvicky koncentrovaného vzorkového pufru 5x
destilovanou nebo deionizovanou vodou na kone¢ny objem 100 ml.

Extrakéni médium: Pred pouZitim, zfedte 20 ml koncentrovaného 4x extrakéni médium destilovanou nebo
deionizovanou vodou na koneény objem 80 ml.

ODEBIRANIi VZORKU, JEJICH PRIPRAVA A UCHOVAVANI

Sbér vzorku stolice

Lze vyuzit sbéra¢ vzorku stolice "Stool Sample Collector" (SSCO)

* Vyhnéte se kontaminaci se zachodovou vodou obsahujici dezinfekci.

* Vzorky stolice neuchovavejte déle nez 5 dni pfi 2-8 °C. Popfipadé skladujte pfi -20 °C.

Priprava vzorku stolice

Extrakce kalprotektinu pomoci trubicky "Stool Exctraction Tube" (ORG 282)

Pro Calprotectin analyzu je nutné vzorek stolice nafedit 1:50 v poskytnutém extrakénim médiu.
Nehomogenni vzorky Ize homogenizovat pfed odebiranim vzorku, napfiklad pomoci inokulaéni smycky.
U tekutych vzorku stolice doporucujeme vzorek zvazit (viz metoda nize bez extrakéni trubicky).

1 Priprava trubicky "Stool Extraction Tube" (ORG 282)
Vzorek stolice a extrakéni médium musi mit pokojovou teplotu.
Nalijte 750 pl extrakéniho média do prihledné trubicky (Cast 1) a uzaviete pomoci stérky (€ast 2) modrym
zavitovym uzavérem na trubicce.
2 Odebrani vzorku stolice
Otevfete trubicku a vytahnéte stérku na oranzovém zavitovém uzaveéru.
Odeberte vorek stolice zasunutim stérky do stolice. Drazky na stérce je nutné plné pokryt vzorkem stolice.
Vysledkem je odebrani 15 mg stolice.
3 Dil vzorku stolice
Zatlatte oranZovou davkovaci lopatku do modré kuZelové viozky ve zkumavce. Nadbytek stolice se otfe o
kuzelovou vlozku. Vysledny roztok je 1:50.
4 Extrakce
Vifte 30 s pfi 1800 ot./min. pro odstranéni vzorku stolice z drazek stérky. Homogenizujte po dobu 15 minut pfi
nejvyssi rychlosti trepacky.
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Otevrete trubicku na modré kuzelové vloZzce a premistéte homogenat do mikrotrubic¢ky. Odstfedujte 2 min. pfi
3000xg. Pfemistéte Cistou tekutinu do dalsi trubi¢ky a ihned otestujte na kalprotektin. Takovy extrahovany vzorek
stolice Ize skladovat pfi 2-8 °C az 5 dni nebo pfi -20 °C az 4 mésice.

Eextrahovany vzorek stolice neni stabilni pfi pokojové teploté!

Extrakce kalprotektinu bez trubicky "Stool Exctraction Tube" (ORG 282)

» Vzorek stolice a extrakéni médium musi mit pokojovou teplotu.

« Zvazte prazdnou trubicku. Odeberte vzorek stolice a pfemistéte jej do trubiCky. Zvazte jej a zjistéte Cistou
hmotnost vzorku.

* Nalijte extrakéni médium "Calprotectin Stool Extraction Medium" (ORG 283) do trubicky: 49nasobkem Cisté
hmotnosti vzorku ziskate roztok 1:50 dilution

vzorek stolice + extrakéni médium vzorek stolice + extrakéni médium

15 mg +  0.75ml 60 mg +  29ml
20 mg +  1.0ml 70 mg + 34ml
30 mg + 1.5ml 80 mg + 3.9ml
40 mg +  2.0ml 90 mg +  44ml
50 mg +  25ml 100 mg + 49ml
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Uzavfete trubicku. Vifte 30 s pfi 1800 ot./min. Homogenizujte po dobu 15 minut pfi nejvyssi rychlosti tfepacky.
Otevrete trubiCku. Pfemistéte homogenat do mikrotrubi¢ky. Odstfedujte 2 min. pfi 3000xg. Pfemistéte Cistou
tekutinu do dalSi trubicky a ihned otestujte na kalprotektin.

PRIPRAVA VZORKU

Pfed pouZitim nafedéndte extrahovaného vzorku stolice 1:100 se vzorku pufru: Napipetujte 990 pl pfedem
nafedéného pufru pro vzorek do polystyrénové zkumavky a pfidejte 10 pl extrahovaného vzorku stolice. Dobfe
promichejte. Poznamka: Kalibratory / kontroly jsou pfipraveny k pouZiti a neni je nutno fedit.

Pro vétsi rozsah méreni*

Pokud je hodnota kalprotektinu > 1000 pg/g, doporucujeme nové méfeni extrahovaného vzorku stolice pfi vySSim
fedéni: Napipetujte 1495 pl pfedem nafedéného pufru pro vzorek do polystyrénové zkumavky a pfidejte 5 pl
extrahovaného vzorku stolice. Tim ziskate fedéni 1:300.

Poznamka: Kalibratory / kontroly jsou pfipraveny k pouZziti a neni je nutno Fedit.

PRIPRAVA SLOZEK
Pripravte si dostatecny pocet mikrotitracnich modulli pro véechny kontrolnich vzorky a fedéné vzorky.
1. Napipetujte do jamek po 100 pl kalibracnich roztoku, kontrolnich roztokli a pfedem nafedéné
extrahované vzorky stolice.
Inkubujte po dobu 30 minut pfi pokojové teploté (20 — 28 °C).
Odstranite obsah mikrojamek a promyjte je tfikrat pomoci 300 pl promyvaciho roztoku.
2. Do kazdé jamky pfidejte 100 pl enzymového konjugatu.
Inkubuijte po dobu 15 minut pfi pokojové teploté.
Odstrarite obsah mikrojamek a promyjte je tfikrat pomoci 300 pl promyvaciho roztoku.
3. Do kazdé jamky pfidejte 100 pl roztoku TMB substratu.
Inkubujte po dobu 15 minut pfi pokojové teploté.
4. Do kazdé jamky pfidejte 100 pl ukoncovaciho roztoku
Inkubujte po dobu 5 minut pfi pokojové teploté.
Odectéte optickou densitu pfi vinové délce 450 nm (referenéni 600-690 nm) a vypoctéte vysledky.
Vznikla barva je stabilni minimainé po dobu 30 minut. Béhem této doby odectéte optické densitu.

Priklad pro pipetovaci schéma:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Al A P1
B| B P2
c  C P3
D| D
E| E
F| F
G| C+
H| C-
P1,..Vzorky A-F Kalibrator C+, C- Kontrola
VALIDACE

Tento test je platny, pouze pokud opticka densita pfi vinové délce 450 nm pro kalibratory / kontroly a vysledky
kontrol odpovida pfislusnym rozsahtim hodnot uvedenych v osvédceni o analyze pfilozeném u kazdé testovaci
soupravy. Pokud kterékoli z téchto kritérii neni spinéno, jsou vysledky neplatné a test je nutno opakovat.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Pro kvantitativni vysledky prolozZte optickou hustotu kazdého kalibratoru versus kalibraéni koncentrace a vytvoite
kalibraéni kfivku. Koncentrace neznamych sér Ize pak odhadnout interpolaci kalibracni kFivky.

Software pro zpracovani dat se 4-parametrovou kfivkou padnou a lin-log soufadnice optické density a koncentrace
je nejlepsi metoda.

*Pro vétsi rozsah méreni
Rozsah méfeni Ize zvétsit z 15-1000 pg/g na 45-3000 pg/g timto postupem:
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* nafedte extrahovany vzorek stolice v poméru 1:300 a pouZzijte 100 pl na jednu jamku
* pouzijte kalibratory / kontroly jako obvykle a provedte analyzu jako obvykle,
* pfi vypoctu vysledku pfifadte kalibratordm tyto koncentrace:
A: 45 ug/g, B: 150 ug/g, C: 300 ug/g, D: 600 ug/g, E: 1500 ug/g, F: 3000 ug/g

CHARAKTERISTIKY VYKONNOSTI

KALIBRACE
Testovaci systém je kalibrovan pomoci referenéniho pfipravku kalprotektinu purifikovaného z lidskych neutrofilG.

Rozsah méreni
Vypocet rozsahu analyzy ELISA je 15 - 1000 pg/g * 45 - 3000 pg/g

Predpokladané hodnoty
V béZném rozsahu studie vzork( sér darct zdravé byly stanoveny nasledujici rozsahy pomoci analyzy ELISA:
Cut-off 50 ug/g

Interpretace vysledku
Normaini rozsah <50 pg/g
Mirné zvySené hodnoty 50 - 200 pg/g
Znacné zvySené hodnoty > 200 pg/g

Uroveri kalprotektinu v normalnim rozsahu: Gastrostfevni zanét téméf vylouéen; nasledna opatfeni invazivni
diagnostiky nejsou obecné vyzadovany.

Uroveri kalprotektinu mirng zvySena: Nizka uroveri zanétlivé aktivity gastrostfevnim traktu (napfiklad zmirnéné
IBD); opakovany test a dalS$i diagnosticka opatfeni jsou doporucena.

Urover kalprotektinu zna&né zvySena: aktivni organické onemocnéni gastrostfevniho traktu; doporuéeny jsou
okamzité intenzivni diagnostické testy a Ié€ba specializovanym gastroenterologem.

Linearita
Vzorky pacientd obsahujici vysokou hladinu urcité Calprotectin byly sériové zfedény ve vzorkovém roztoku pro
ukazku dynamického rozsahu analyzy a horniho / spodniho konce linearity. Aktivita pro kazdy roztok byla spo¢itana

z kalibraéni kfivky pomoci 4-Fit s parametrem-lin-log soufadnicich. *Pro vétsi rozsah méreni
Vzorek Redéni Pozorovana Ocekavana P/O
ug/g Hg/g [%]
1 1:100 896.9 896.9 100
1:200 526.7 448.5 117
1:400 246.0 2242 110
1:800 118.1 1121 105
1:1600 55.8 56.1 100
2 1:100 485.3 485.3 100
1:200 2471 242.7 102
1:400 121.5 121.3 100
1:800 60.4 60.7 100
1:1600 271 30.3 89
3* 1:300 2354.0 2354.0 100
1:600 1083.9 1177.0 92
1:1200 547.1 588.5 93
1:2400 261.3 2943 89

Limit detekce
Nejnizsi zjistitelna koncentrace:  17.5 pg/g

Technické udaje
Intraanalyzaéni presnost: Koeficient variace (CV) byl spocitan pro kazdy ze tii vzorkd z vysledkt 24 nalezi v
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jednom cyklu. Vysledky pro pfesnost analyzy jsou uvedeny v tabulce nize.

Interanalyzacni presnost: Koeficient variace (CV) byl spocitan pro kazdy ze tfi vzorkd z vysledkd 6 nalezl pfi 5

ruznych cyklech. Vysledky presnosti mezi cykly jsou uvedeny v tabulce nize.
*Pro vétsi rozsah méreni

Intra-Assay Inter-Assay
Vzorek Prameér Vzorek Primeér
Hg/g % CV Hg/g % CV
1 52.6 3.7 1 81.3 11.6
2 437.7 3.9 2 157.1 13.5
3 845.3 5.8 3 796.6 12.0
4* 1340.0 4.8 4* 1358.3 4.6
Interference
netestovano
Vysledky studie
Study population n  npos %
Inflammatory bowel disease 185 181 97.8
abdominal disorders 142 10 7.0
healthy donors 18 0 0.0

Klinicka diagnéza
Pos Neg
ORG 580 Pos 181 10
Neg 4 150
185 160 345
senitivitat 97.8 %
specificita 93.8 %
diagnosticka efektivita 95.9 %

HRANICE METODY

Toto vySetfeni je diagnostickd pomucka.Definitivni klinickd diagnéza by neméla byt zalozena na vysledcich
jediného testu, ale mély by byt Iékaf po vSech klinickych a laboratornich nalezi byly hodnoceny o celé klinickym
obrazem pacienta. Také kazdé rozhodnuti pro terapii by méla byt pfijata individuainé.

VySe uvedené referencni rozsahy patologickych a normainich hodnot jsou uvedeny pouze jako doporuéeni. Kazda
laboratof by si méla stanovit sva vlastni rozmezi podle normy ISO 15189 nebo jiné pouzitelné laboratory pokyny.
Nesteroidni antiflogistika (NSAID) zpUsobuji enteropatii az u 20-65 % pacient, ktefi jsou jimi Ié¢eni. NSAID mohou
zpusobit zvySenou koncentraci kalprotektinu ve stolici. V takovych pfipadech je nutno zvazit opakované vysetieni
kalprotektinu ve stolici po ukonéeni 1é¢by NSAID.
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@ Pipet 100 pl calibrator, control or patient sample
TR ncubate for 30 minutes at room temperature

. Discard the contents of the wells and
wash 3 times with 300 pl wash solution

@ Pipet 100 pl enzyme conjugate
T |ncubate for 15 minutes at room temperature

T Discard the contents of the wells and
wash 3 times with 300 pl wash solution

@ Pipet 100 pl substrate solution
T |ncubate for 15 minutes at room temperature

@ Add 100 pl stop solution

& |eave untouched for 5 minutes
T Readat 450 nm
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