Traducere manual de uilizare
Metronidazole ELISA Test Kit (Miere)

Nr. catalog LSY-10048

1. Principiul

Acest kit de testare se bazeaza pe imunotestul enzimatic competitiv pentru detectarea Metronidazolului in

proba. Antigenii de cuplare sunt pre-acoperiti pe godeurile micro-placilor. Metronidazolul din proba si antigenii de
cuplare pre-acoperiti pe pe godeurile micro-placilor concureaza pentru anticorpii anti-Metronidazole. Dupa
adaugarea conjugatului enzimatic, substratul TMB se adauga pentru colorare. Valoarea densitatii optice (DO) a
esantionului are o corelatie negativa cu metronidazolul din acesta. Aceasta valoare este comparata cu curba
standard si se obtine ulterior concentratia de metronidazol.

2. Specificatii tehnice
Sensibilitate: 0.05ppb
Limita de detectie
Miere: aproximativ 0.1ppb
Nota: ppb= ng/ml sau ng/g
Rata de reactie incrucisata

MELTONIAAZOIE. .. ...t eeeaaans 100%
(@] 1 o1{0 F= Vo] [T SRR 83%
SECNIAAZOIE... ..ot e e 110%
Metronidazole-OH...........coo e e <1%
LI {10 F= V4o ] L= ORI <1%
DIMELrdAZOIE ... e e <1%

Rata de recuperare: 90+30%
Coeficientul de variatie pentru aceeasi placa: <5%
Coeficientul de variatie pentru diferite placi: < 10%

3. Componente

1) Stripuri cu micro godeuri: 12 stripuri cu 8 godeuri detasabile fiecare
2) 6 x solutie standard (1mL fiecare): Oppb, 0.05ppb, 0.15ppb, 0.45ppb, 1.35ppb si 4.05ppb
3) Conjugat enzimatic (12 MI) ....ueeiiiiiii e 1 sticla

4) Solutie de lucru pentru anticorpi (7mL) ......coveeeeiiieiiiiniieeeeeeen 1 sticla

5) Substrat solutie A (7 M) ..o 1 sticla

6) Substrat SOIULIE B (7 MI) .o 1 sticla
7) Solutie de oprire (7 ml) ..o 1 sticla

8) Tampon de spalare concentrat de 20X (30 MI) ....oooiiiiiiiiiiiiiie e 1 sticla
9) Solutie de redisolvare (50 MI) ........e it e e e e e 1 sticla

4. Materiale necesare, dar ne livrate

1) Echipamente: cititor de microplaci (450nm, 630nm), imprimanta, dispozitiv de uscare a azotului, vortex,
agitator, centrifuga (3000g si mai sus), pipete de masurare, balanta (o sensibilitate reciproca de 0,01 g),
incubator (4°C,25°C),baie deapa, cronometru;

2) Micropipettoare: un singur canal 20-200 L, 100-1000,L si opt canale 30~300 ul;

3) Reactivi (AR): NaghRRAs12H20NaH#BR4:.2H20 :'i
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e etil, Hexan, apa deionizata



5. Exemplede de pre-tratament

Instructiuni
Urmatoarele puncte trebuie efectuate inainte de pretratarea oricarui tip de proba:

1) Numai varfurile de unica folosinta pot fi utilizate pentru experimente, iar varfurile trebuie schimbate atunci cand
sunt utilizate pentru absorbtia diferitelor reactivi;

2) Inainte de experiment, fiecare echipament experimental trebuie sa fie curat si sa fie reconecurat, daca este
necesar, pentru a evita contaminarea care interfereaza cu rezultatele experimentale.

Prepararea solutiei inainte de pretratarea probei:
1) Tampon de spalare: 1 parte 20 x tampon de spalare concentrat + 19 parti apa deionizata.

2) 0.2M tampon fosfat:se cantaresc 25.8g Na2HPO4=12H20, 4.350g NaH2PO4-2H20, se adauga 500ml apa
deionizata pentru a se dizolva complet.

5.1 Pregatirea probelor
Miere

1) Se céantaresc 2,0+ 0,05 g proba de miere in tub de centrifugare din plastic de 50ml;

2) Se adauga 2ml 0.2M tampon fosfat, apoi se adauga 8ml acetat de etil, se agita puternic pentru 5min (sau se
foloseste un vortex pentru 3min) pentru a face contact esantion cu faza organica complet;

3) Centrifugre la peste 3000 g la temperatura camerei timp de 5min;

4) Transferati 4ml de lichid limpede intrun tub de centrifugare de 5ml (nota: nu luati faza de jos a fazei de apa),
introduceti pentru usucare in baie de apa la 50-60°C;

5) Adaugati 1ml Hexan si 0.5ml Solutie de redissolving respectiv, se agita puternic pentru 2min (sau se foloseste
vortex pentru 1min);

6) Centrifugare la peste 3000 g la temperatura camerei timp de 5min;
7) Aruncati faza organica in sus strat, sa ia 50ul lichid din stratul de jos pentru testare.

Pliere de diluare a probei: 0,5

6. Proceduri ELISA

6.1 Instructiuni
1) Aduceti toti reactivii si si stripurile cu micro godeuri la temperatura camerei (20-25 °C) nainte de utilizare;

2) Se intorc toti reactivii la 2-8 °C imediat dupa utilizare;

3) Reproductibilitatea analizei ELISA, Tntr-o mare masura, depinde de consistenta spalarii placilor. Functionarea
corecta a spalarii placilor este punctul cheie in procedurile ELISA,;

4) Pentru incubatie la temperaturi constante, toate esantioanele si reactivii trebuie sa evite expunerea la lumina, iar
fiecare microplaca trebuie sigilatda cu membrana de acoperire.

6.2 Proceduri de operare



[N

. Aduceti trusa de testare la temperatura camerei (20-25 °C) timp de cel putin 30 min, retineti ca fiecare reactiv
trebuie agitat pentru a se amesteca uniform fnainte de utilizare, puneti stripurile cu micro godeurile necesare in

ramele placilor. Resigilati microplaca neutilizata, se pastreaza la 2-8 °C, ne congelata.

2. Numerotare: se numeroteaza micro godeurile in functie de esantioane si solutie standard; fiecare proba si
solutie standard trebuie efectuate in dublu exemplar, se inregistreaza pozitiile lor.

w

. Se adauga 50 pL din proba sau solutie standard in straturi separate de dubluri; apoi se adaugéa 50 uL din solutia
de lucru a anticorpilor in fiecare godeu, se amesteca usor prin agitarea manuala a placii. Se sigileaza
microplaca cu membrana de acoperire si se incubeaza la 4 °C timp de 60min la intuneric.

4. Se toarna lichid din microgodeuri, se adauga 250 uL/bine de tampon de spalare pentru a spala microplaca
pentru 15-30 s, apoi se varsati tamponul de spalare din microgodeuri, se adauga tampon de spalare sa se
spele in acest fel timp de 3-4 ori, apoi scoateti si clapeta sa se usuce cu hartie absorbanta.
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. Adaugati 100ul enzima conjugat (nu puneti microplaca la temperatura camerei pentru mult timp dupa spalare
pentru a evita uscarea microplacii, fapt ce duce la diferente ale rezultatului), se amesteca usor prin agitarea
placii manual. Se sigileaza microplaca cu membrana de acoperire si se incubeaza la 25 °C timp de 20 min la
intuneric. Spalarea ca pasul 4.

»

. Colorare: se adauga un amestec de 100ul solutie de substrat A si solutie de substrat B in fiecare godeu (Nota: se
amesteca solutie de substrat A si solutie de substrat B la 1:1, utilizati amestecul in 10min, nu utilizati metal
pentru a amestica sau agita, pentru a evita invalidarwa substratului). Se amesteca usor prin agitarea manuala a
placii, se sigileaza microplaca cu membrana de acoperire, apoi se incubeaza la 25 °C timp de 15 min la
intuneric pentru colorare.

7. Determinare: se adauga 50 pL de solutie de oprire in fiecare godeu. Se amesteca usor prin agitarea manuala a
placii. Opriti atunci cand se schimba culoarea substratului de la albastru la galben. Se recomanda citirea valorii
OD la lungimea de unda dubla 450/630 nm in 5 minute.

7. Interpretarea rezultatului

Exista doua metode de a interpreta rezultatele: prima este interpretarea dura, in timp ce a doua este determinarea
cantitativa. Retineti ca valoarea DO a esantionului are o corelatie negativa cu concentratia de metronidazol.

7.1 Determinarea calitativa

Intervalul de concentratie (ng/mL) al Metronidazolului poate fi obtinut prin compararea valorii medii a DO a
esantionului cu cea a solutiei standard. Presupunénd ca valoarea DO a esantionuluil. este de 0,3, iar cea a
esantionuluill este de 1,0, valoarea DO a solutiilor standard este: 2,243 pentru Oppb, 1,816 pentru 0,05ppb, 1,415
pentru 0,15ppb, 0,74 pentru 0,45ppb, 0,313 pentru 1,35ppb, 0,155 pentru 4,05ppb, in consecinta intervalul de
concentratie al esantionuluil. este de 1,35 pana la 4,05ppb, iar cel al esantionuluill este de 0,05 pana la 0,45ppb.

7.2 Determinarea cantitativa

Valorile medii ale valorilor absorbantei se obtin pentru valoarea medie OD (B) a esantionului si solutia OD si solutia
standard divizata la valoarea OD (BO) a primei solutii standard (0 standard) si, ulterior, inmultita cu 100%, adica,

B
Procentul valorii absorbantei = x100%

BO
B — valoarea medie OD a esantionului sau a solutiei standard

BO — valoarea medie OD a solutiei standard 0 ng/ml



Se traseaza curba standard cu procentele de absorbtie ale solutiei standard si valorile semilogaritmului solutiei
standard metronidazole (ng/mL) ca axa Y si, respectiv, axa X.

Se citeste concentratia corespunzatoare a esantionului din curba standard prin incorporarea procentului de
absorbtie in curba standard. Valoarea rezultata este ulterior inmultita cu pliul de dilutie corespunzator, obtinand in
cele din urma concentratia de metronidazol in proba.

Utilizarea software-ului profesional de analiza a acestui kit va fi mai convenabil pentru analiza precisa si rapida a
unei cantitati mari de probe. (V& rugdm sa ne contactati pentru acest software).

8. Masuri de precautie

1. Temperatura camerei sub 25 °C sau temperatura reactivilor si a probelor care nu sunt returnate la temperatura
camerei (20-25 °C)vor duce la o valoare standard OD mai mica.

2. Uscarea microplacii in procesul de spalare va fi insotitd de situatii, inclusiv curbele standard neliniare si
reproductibilitatea nedorita; Deci, continuati la pasul urmator imediat dupa spalare.

3. Se amesteca uniform, in caz contrar va exista reproductibilitatea nedorita.

4. Solutia de oprire este solutia de acid sulfuric de 2 M, evitati contactul cu pielea.

(631

. Nu utilizati setul care depaseste data de expirare. Utilizarea reactivilor diluati sau alterati din kituri va duce la
modificari ale sensibilitatii si ale valorilor OD de detectare. Nu schimbati reactivii din kiturile de loturi diferite de
utilizat.

6. Puneti microplacile neutilizate intr-o punga cu auto-etansare pentru a o resigila. Solutia standard si culoarea
incolora este sensibila la lumina si, prin urmare, nu pot fi expuse direct la lumina.

7. Aruncati solutia de colorare cu orice culoare care indicad degenerarea acestei solutii. Valoarea de detectare a
solutiei standard 1(0 ppb) mai mica de 0,5 indica degenerarea acesteia.

9. Data depozitarii si a expirarii
Depozitarea: se depoziteaza la 2-8 °C, ne congelat.

Data expirarii: 12 luni; data producerii este pe cutie.
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