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<8 °C,; -12°C 

Trypsin  
ELISA 

Packungsbeilage  



Einführung 

Da viele Krankheiten mit einer exokrinen Pankreasinsuffizienz assoziiert sind (z.B. 
zystische Fibrose, Alkoholabusus, Unfalltrauma, Fibrosis, u.v.a.), ist deren frühzeiti-
ge Erkennung sinnvoll. Das Trypsin ist ein Enzym des Pankreas, das in den Ver-
dauungstrakt abgegeben wird und die Darmpassage unbeschadet übersteht. Da-
durch spiegelt das Trypsin im Stuhl die exokrine Pankreasfunktion wider. 

Vorteile 

· Eine Substitutionstherapie hat keinen Einfluß auf das Testergebnis, da der Test 
auf hochspezifischen Antikörpern beruht, die nur die humanes Trypsin erkennen.  

· Das Trypsin ist auch über 3 Tage bei Raumtemperatur im Stuhl stabil. Damit 
kann der Transport der Proben ohne größeren Aufwand mit der Post erfolgen.  

· Die Diagnostik ist nicht invasiv, so daß der Patient keinen zusätzliche Belastun-
gen ausgesetzt ist.. 

 



Testprinzip 

Anti-Trypsin  ist an die Polystyrenwand gebunden.  

Die zu bestimmenden Seren werden in die Vertiefungen pipet-
tiert. Während der Inkubationszeit binden das spezifische Anti-
gen an den fixierten Antikörper 

Ungebundenes Material wird weggewaschen und ein unmarkier-
tetr Antikörper zugegeben. 

Nach einer Inkubation mit nachfolgendem Waschschritt wird die 
Färbereaktion durch Zugabe von TMB gestartet.  

Nach einer  Inkubation wird die Färbereaktion durch Schwefelsäure gestoppt und in einem Pho-
tometer bei 450 nm gemessen. 

STOPP 

Trypsin aus der Probe 

Ungebundene Antikörper werden weggewaschen und  ein mit 
HRP markierter Antikörper (Anti-Maus-IGG-HRP) zugegeben. 

Anti-Trypsin 

Anti-Trypsin 

Anti-Maus-IGG-HRP 

Substratinkubation 



Benötigte Geräte:  
� Vortex-Mixer 
� Platereader 
� Waage 
� Multipette oder 8-Kanal Pipette  
� 100 µl und 10 µl Pipette 
� Zentrifuge 
� Mikrotiterplattenphotometer mit Filter 450 nm 

(Referenzfilter 620 oder 690 nm) 
� Zentrifuge 3000 x g 
 

 

Was wird benötigt? 

Benötigte Materialen: 
� Einwegröhrchen zum Einwiegen der Proben  
� Laborübliche Glas- oder Plastikröhrchen 

(Einmalartikel) 
� Meßzylinder (500 ml)  
� 2 x 500 ml Becher oder Flaschen vorzugsweise 

aus Glas 
� Bidestilliertes Wasser (aqua bidest.) 

500 ml 

500  

500 ml 

20 100 

Zentrifuge 



Was ist im Kit? 

 Menge Artikel 

gebrauchsfertig 1 Stk Mikrotitterplatte   
(Mit Anti CGA beschichtet) 

gebrauchsfertig 5 x 1 ml  5 Standards 
(in wäßriger Lösung mit Thimerosal). 

gebrauchsfertig 2 x 1 ml Kontrollen Level 1 und 2   
(in wäßriger Lösung mit Thimerosal.) 

gebrauchsfertig 150 µll Antikörper  
(biotinylierter  Antikörper in proteinhaltigem Phosphatpuffer 

mit Thimerosal pH 7,4) 
 
 

gebrauchsfertig 150 µl Konjugatkonzentrat 
(HRP markierter Antikörper in proteinhaltigem 

Phosphatpuffer mit Thimerosal) 
gebrauchsfertig 12 ml Substrat   

(TMB) 

gebrauchsfertig 2 x 15 ml Konjugatpuffer 
(proteinhaltigem Phosphatpuffer mit Thimerosal) 

gebrauchsfertig 15 ml Stopplösung 
(0,5 M Schwefelsäure) 

gebrauchsfertig 30 ml Konzentrat  für den Probenverdünnungspuffer  
(Phosphatpuffer mit Thimerosal und Detergenz pH 7,4) 

in 500 ml 
entionisertem 
Wasser lösen. 

30 ml Konzentrat  für den Waschpufferpuffer   
(Phosphatpuffer mit Natriumazid und Proteinzusatz pH 7,4) 

A W 

Sub Stop 

Kontrollen Standards Konjugat  

Antikörper AK 
Assaypuffer Waschpuffer 

konzentrat 

Substrat Stopp 

Mikrotiterplatte 



Was muss vor dem Testansatz gemacht werden? 

1. Alle Reagenzien müssen auf Raumtemperatur (18-26 °C) gebracht werden. 
Dies geschieht am besten, in dem man mindestens eine Stunde vor dem Testansatz 
die Reagenzien aus dem Kühlschrank nimmt.   

3. Verdünnungsmedium muss aufgelöst werden :  
Das  Probenverdünnungspufferkonzentrat  
(35 ml) wird in 500 ml entionisiertem Wasser gelöst 
und gut gemischt.  

4. Waschpuffer muss aufgelöst werden :  
Der gesamte Inhalt des Waschpufferkonzentrats (30 
ml)  wird in 500 ml entionisiertem Wasser gelöst und 
gut gemischt 
 
  

P
 

500 ml 

W
 

500 ml 

Das Pufferkonzentrat kann bei 2-8°C bis zum angegeb enen Haltbarkeitsdatum aufbewahrt werden. 
Die verdünnte Pufferlösung ist bei 2-8 °C einen Mon at in einem geschlossenen Gefäß haltbar.  

2. Konzentrate werden gelöst  
Probenverdünnungspufferkonzentrat und Waschpufferkonzentrat  werden erhitzt bis die Lösung 
klar ist . Aufgrund der hohen Salzkonzentration in den Konzentraten kann es zu Kristallbildungen 
kommen. Das Röhrchen mit dem Probenverdünnungspufferkonzentrat  und dem Waschpuffer-
konzentrat werden in einem Wasserbad bei 37°C so la nge erhitzt bis die Lösung klar ist. Die Kris-
talle lösen sich im Wasserbad bei 37 °C auf.  

Bitte achten Sie bei mehrfachem Einsatz der Platte darauf, dass die Reagenzien, wie in der 
Vorschrift beschrieben, gelagert und nur die für den jeweiligen Ansatz benötigten 
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 µl sollten vor Gebrauch zentrifugiert werden um 
Volumenverluste zu vermeiden.   



500 

 Vorbereitung der Stuhlproben:  
 
4.1 Einwiegen 

Stuhlproben werden eingewogen. 
4.2 Verdünnen 

Stuhlproben werden 1 / 375 (Gewicht zu Volumen) mit dem Probenverdünnungspuffer verdünnt  
(Zu 4 mg Stuhl werden 1,5 ml Puffer zugegeben). 

4.3 Mischen 
Die Proben werden so lange gemischt bis die Lösung homogen ist.  

4.4 Zentrifugieren 
Die Röhrchen werden 15 min bei 3000 g zentrifugiert.  

4.5 Der klare Übrstand wird im  Assay eingesetzt. 
 
4.7 Lagerung der Proben 

Werden die Proben nach der Extraktion nicht sofort angesetzt, so müssen sie gelagert werden. Jede 
Lagerung unterliegt einem Abbau. Deshalb sollten die Prozeduren für alle Proben gleich sein, damit ein 
hausinterner Normalwert ermittelt werden kann. (z.B. alle Proben nach der Extraktion einfrieren) 



5. Verdünnen des Konjugats  (Anti-Maus –HRP) (1/100 ): 

   

Anzahl der Streifen Konjugat Konjugat-puffer 

1 10 µl 1,0 ml 

2 20 µl 2,0 ml 

3 30 µl 3,0 ml 

4 40 µl 4,0 ml 

5 50 µl 5,0 ml 

6-7 60 µl 6,0 ml 

8 70 µl 7,0 ml 

9 80 µl 8,0 ml 

10 90 µl 9,0 ml 

11 100 µl 10,0 ml 

12 110 µl 11,0 ml 

4. Verdünnen des  Antikörpers  (1/100): 

   

Anzahl der Streifen Antikörper Konjugat-puffer 

1 10 µl 1,0 ml 

2 20 µl 2,0 ml 

3 30 µl 3,0 ml 

4 40 µl 4,0 ml 

5 50 µl 5,0 ml 

6-7 60 µl 6,0 ml 

8 70 µl 7,0 ml 

9 80 µl 8,0 ml 

10 90 µl 9,0 ml 

11 100 µl 10,0 ml 

12 110 µl 11,0 ml 

Kon 

Kon 



Lagerung, Haltbarkeit 

Aufbewahrung der Testkomponenten: 
 

Probenmaterial und Probenhaltbarkeit:  
Die Stuhlproben werden vor der Bestimmung extrahiert und verdünnt.  
Die Haltbarkeit der Proben beträgt 3 Tage bei 4 °C oder 12 Monate in tiefgefrorenem Zustand 

Artikel  wo Lagern ?  Wie lange? 

Mikrotitterplatte   
 

Kühlschrank Siehe Etikett 

Standards 
 

Gefriertruhe  Siehe Etikett 

Kontrollen Level 1 und 2   Gefriertruhe  Siehe Etikett 

Konjugat 
 

Kühlschrank Siehe Etikett 

Antikörper Kühlschrank Siehe Etikett 

Substrat   Kühlschrank Siehe Etikett 

 Stopplösung  Kühlschrank Siehe Etikett 

Konzentrat  für den Waschpufferpuffer  Kühlschrank Siehe Etikett 

Konzentrat für den 
Probenverdünnungspuffer   

Kühlschrank Siehe Etikett 

Konjugatpuffer  Kühlschrank Siehe Etikett 

Aufgelöster  Waschpufferpuffer  Kühlschrank 4 Wochen nach auflösen 

Aufgelöster Probenverdünnungspuffer   Kühlschrank 4 Wochen nach auflösen 



Auswertung  

Standard  1 2 3 4 

Konzentration [ng/g]: 94 375 1000 6000 

Bei der Auswertung ist darauf zu achten, dass die folgenden Konzentrationen Verwendung finden.  

Auswertung: 

Die unten beschriebenen mathematischen 
Modelle können alternativ zur Auswertung 
benutzt werden. Wir empfehlen die Punkt 
zu Punkt Auswertung :  
 
Punkt-zu-Punkt-Auswertung 
Für die optische Dichte und für die Kon-
zentration empfehlen wir eine lineare Ordi-
nate bzw. Abszisse. 
 
4-Parameter-Funktion  Für die optische 
Dichte empfehlen wir eine lineare Ordinate 
und für die Konzentration eine logarithmi-
sche Abszisse (bei einer logarithmischen 
Abszisse muss für den Standard mit der 
Konzentration 0 ein Wert kleiner 1 eingege-
ben werden z. B. 0.01). 
 
Gewichtete Spline-Funktion Für die opti-
sche Dichte empfehlen wir eine lineare Or-
dinate und für die Konzentration eine loga-
rithmische Abszisse (bei einer logarithmi-
schen Abszisse muss für den Standard mit 
der Konzentration 0 ein Wert kleiner 1 ein-
gegeben werden z. B. 0.01). 
 
 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

0 94 375 1000 6000

Konzentration [ng/g]

O
pt

is
ch

e 
D

ic
ht

e 

Kontroll
e 1 Kontro

Beispiel einer Standardkurve  



Validierung 

Vor jeder automatischen Auswertung sollte stets eine Kontrolle der Doppelwerte auf 

Plausibilität (“Ausreißerkontrolle”) durchgeführt werden; falls dies nicht durch das verwendete 

Programm erfolgt, sollte die Kontrolle manuell durchgeführt werden.   

Die mitbestimmten Kontrollen sollten im folgenden Vertrauensbereich liegen: 
 

Kontrolle 1:                              375 ± 95 ng/g 

Kontrolle 2:                             1500 ± 400  ng/g 

Normalwert  

Wir empfehlen jedem Labor einen  hauseigenen Normbereich zu erstellen, da es aufgrund 
der Präanalytik, wie Probentransport und Lagerung, zu  anderen Ergebnissen kommen kann.  
 
Der von uns ermittelte Normalbereich ist anhand von Normalproben erfolgt.  
 
Unser Normbereich liegt bei < 1000 ng/g  



Allgemeine Hinweise 
-  Dieser Kit wurde nach der IVD Richtlinie 98/79/EG hergestellt und in den Verkehr gebracht. 
- Dieser Testkit und alle darin enthaltenen Komponenten dürfen ausschließlich zu wissenschaftlichen 

Zwecken oder, wenn  vermerkt zur in vitro-Diagnostik verwendet werden. 
- Reagenzien aus unterschiedlichen Kit-Chargen dürfen nicht verwendet werden.   
- Für die Qualitätskontrolle sind die, für medizinischen Laboratorien erstellten Richtlinien zu beachten.

Qualitätskontrollen sollten immer mit gemessen werden.  
- Die charakteristischen Testdaten wie Inkubationszeiten, Inkubationstemperaturen und Pipettiervolumina 

der verschiedenen Komponenten wurden firmenintern festgelegt. Nicht mit dem Hersteller abgesproche-
ne Veränderungen in der Testdurchführung können die Resultate beeinflussen. Der Hersteller über-
nimmt für die hierdurch entstandenen Schäden und Folgeschäden keine Haftung.  

- Bei Gewährleistungsansprüchen ist das beanstandete Material mit schriftlicher Erklärung innerhalb von 
14 Tagen zum Hersteller, der Firma  Maier Analytik GmbH, zurück zu senden. 

- Der Testkit ist nach Ablauf des auf die Packung aufgedruckten Verfalldatums nicht mehr zu verwenden. 
 
 

Entsorgung 
- Für den Fall, dass der Kit beschädigt ist und Reagenzien ausgelaufen sind, sollten alle 

Sicherheitsvorkehrungen getroffen werden, die bei einem Umgang mit infektiösem, kanzerogenem und 
reizendem Material nötig sind.   

- Bei der Entsorgung von nicht verwendeten Testkomponenten sollte die für klinische Laboratorien 
gültigen Richtlinien beachtet werden. 

Hinweise zur Arbeitssicherheit  
- Alle mitgelieferten Testkomponenten enthalten Thimerosal und Natruiumazid zum Schutz vor 

bakterieller Kontamination. Bitte alle Sicherheitsmaßnahmen ergreifen. Die Berührung mit der Haut 
sollte vermieden werden.  

- Substrate für enzymatische Farbreaktionen sind als giftig und Karzinogen beschrieben. Jeder Kontakt 
mit der Haut und den Schleimhäuten sind zu vermeiden.  

- Es sollte unter keinen Umständen mit dem Mund pipettiert werden. Während der Testdurchführung 
Einmalhandschuhe tragen. 

- Die Stopplösung besteht aus H2SO4 und muß mit Vorsicht behandelt werden. Sie verursacht bei 
Kontakt mit der Haut Verätzungen. Es sollte daher mit Schutzhandschuhen und Schutzbrille gearbeitet 
werden. Bei Kontakt mit der Säure muß die verätzte Stelle sofort mit viel Wasser gespült werden. 

- Das für Kitkomponenten verwendete humane Material wurde auf HIV, Hepatitis B und Hepatitis C 
getestet und für negativ befundet. Dennoch wird empfohlen, die Kitkomponenten als 
Vorsichtsmaßnahme immer wie potentiell infektiöses Material zu behandeln. 



10 µl Standards, Kontrollen und Proben laut Pi-
pettierschema in Platte  

 

200 µl Assaypuffer  

den Testansatz 60 min  bei Raumtemperatur in-
kubieren 

 

Waschen mit 4 * 250 µl Waschpuffer  

 Antikörper  

den Testansatz 60 min  bei Raumtemperatur in-
kubieren 

 

Waschen mit 4 * 250 µl Waschpuffer  

200 µl Konjugat  in alle Vertiefungen  

den Testansatz 60 min  bei Raumtemperatur in-
kubieren 

 

Waschen mit 4 * 250 µl Waschpuffer  

200 µl Substrat  in alle Vertiefungen  

den Testansatz 30 min  bei Raumtemperatur in-
kubieren 

 

50 µl Stopplösung in alle Vertiefungen  

Die Färbung bei 450 nm messen.  

4 x 

4x 

4 x 



Protokollvordruck 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A             

B             

C             

D             

E             

F             

G             

H             

  Assay:  
 

Kit Charge/ LOS: 
  

Darum:  

Soll Es wurde folgendes zugege- LOS 

Platte /Riegel Stk  

100 µl Standards, Kontrollen und Proben  µl  

Den Testansatz mindestens 1h bei Raumtemperatur 
inkubieren 

Start (Uhrzeit): 

........................................ 

Ende (Uhrzeit) 

.................................... 

Waschen mit 4 x 0,25 ml Waschpuffer              ....x..................ml  

100 µl  Antikörper    

Den Testansatz mindestens 1h bei Raumtemperatur   

Waschen mit 4 x 0,25 ml Waschpuffer              ....x..................ml  

100 µl Konjugat µl  

Den Testansatz mindestens 1 h bei Raumtemperatur 
inkubieren 

Start (Uhrzeit): 

........................................ 

Ende (Uhrzeit) 

.................................... 

Waschen mit 4 x 0,25 ml Waschpuffer ...........x…………........ml  

100 µl Substrat µl  

Den Testansatz  30 min  bei Raumtemperatur  
inkubieren 

Start (Uhrzeit): 

........................................ 

Ende (Uhrzeit) 

.................................... 

100 µl Stopplösung µl                



Assay Parameter 

1. Antikörper an der Platte: Rabbit-Anti-human-Trypsin 
Antikörper Maus-Anti-human-Trypsin 
HRP-markierter—Antikörper Rabbit-Anti-Maus-IgG-HRP 
Probenmaterial: Stuhl 1/375 in Probenverdünnungspuffer 
Probenvolumen 100 µl 
Sensitivität (untere Nachweisgrenze): 5,95 ng/g 
Recovery : 89,4% — 125% 

Linearität (r= Korrelationskoeffizient):  r = 0,985 
Intraassayvarienz: < 10,4 % 
Interassayvarianz: < 15,3 % 
Normbereich <1000 ng/g 


