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HUGNG DAN SU DUNG

I'screen CAP v2

Xét nghiém mién dich enzyme dé phat hién
chloramphenicol
(Cat.nr. HUO050002)

I’'screen CAP v2 la mét bo kit hoat dong theo co ché xét nghiém mién
dich canh tranh @é phan tich dinh lugng chloramphenicol.

BO kit nay chiia du cac thanh phan cho 96 phan (ng, bao gébm ca cac
chét chuan. D& danh gia két qua, can c6 méy doc dia microtiter hodc
doc strip microtiter (may doc ELISA thii cong hodc tu dong).

Nén méau phan tich

MO va hdi san, nudc tiéu, triing, huyét thanh, huyét tuong, mat ong va
nuaéc.

San pham ELISA nay khong nham muc dich st dung dé kiém tra bét ky

loai mau nao trén nguai.

Chuan bi mau:

+ Nudc: diéu chinh pH, pha lodng (tuy chon)

+ Nudc tiéu (phuong phép I): ly tam, pha loang

+ Nudc tiéu (phuong phap II): Diéu chinh pH, thily phan bang enzym,
chiét bang ethylacetat, bay hoi, hoan nguyén.

+ Huyét thanh va huyét tuong: chiét bang ethylacetat, ly tdm, bay hdi,
hoan nguyén..

+ Triing, mo va thly san: déng nhat, chiét xudt bang dung mai, ly tam,
bay hoi, hoan nguyén.

* Mat ong: pha loang, chiét bang ethylacetat, ly tam, bay hoi, hoan
nguyén.

Thai gian thi nghiém: 45 phut
(khéng bao gom thai gian chudn bi mau).

Gidi han phat hién:

* Huyét thanh, huyét tuong, nudc: 0.1 ppb
* Nudc tiéu (phuong phap I): 10 ppb

+ Nuéc ti€u (phuong phap I1): 0.1 ppb

+ Mat ong, tring: 0.05 ppb

+ Thit bap, hai san: 0.025 ppb

Tinh dac hiéu
Hop chat Phan (ng chéo
Chloramphenicol (CAP) 100%
CAP glucuronide 70%
Florfenicol <0.1%
Tiamphenicol <0.1%

1. NGUYEN TAC THU NGHIEM

Thir nghiém dugc thuc hién trong cac giéng ctia dia microtiter nhua da
dugc phu béng cac khang thé anti-sheep. Cac dung dich hodc mau
chudn chloramphenicol, phic hgp enzym chloramphenicol-HRP va mot
khang thé anti-chloramphenicol dac hiéu dugc thém vao giéng.

Trong qué trinh 0, cac phan t chloramphenicol tu do va chloram-
phenicol-HRP sé canh tranh dé gianh cac vi trf lién két véi khang thé
anti-chloramphenicol. Khang thé anti-chloramphenicol dugc lién két

doéng thoi véi pha ran. Sau dé cac chat khong lién két sé duoc loai bo
trong budc rifa. Hoat tinh ctia enzym lién két dugc xac dinh bang cach
thém mot luong co chat tao mau. Enzyme sé tir khong mau thanh san
phdm mau xanh lam trong lan ¢ th( hai.

Khi thém thudc thir diing phan tng, dung dich sé chuyén mau tir xanh
lam sang vang.

D6 hap thu dugc do may doc dia & budc séng 450nm.

Tin hiéu mau sé ty 1& nghich véi néng dé chloramphenicol trong méau.

2. THANH PHAN CUNG CAP

Pia Microtiter: 96 giéng (12 strip x 8 giéng, c6 thé tach roi), dugc phi
bd&i anti-sheep IgG.

Co thé bé cac strip ra dé st dung cac giéng riéng lé.

Chuan Chloramphenicol: 6 6ng nhya, méi éng chida 1,5 ml dung
dich chuén theo néng do: 0 ng/ml; 0.1 ng/ml; 0.2 ng/ml; 0.5 ng/ml; 1
ng/ml; 2 ng/ml.

Dung dich CAP spike: 1 6ng 1 ml chloramphenicol 100 ng/ml.
Phiic hop Enzyme:1 6ng 0.2 ml phic hop enzyme co dac.

Dung dich pha lodng phiic hgp Enzyme: 1 6ng 12 ml, mau do.
Khéng thé Anti-chloramphenicol:1 8ng 12 ml, mau xanh.

Buffer pha loang 5x: 1 chai 50 ml.

Buffer rtta 10X:1 chai 50 ml.

Co chat tao mau:1 chai 24 ml.

Dung dich ditng phan ting: 1 chai 8 ml. Nap trdng.

3. THANH PHAN YEU CAU NHUNG KHONG DUGC CUNG CAP

* Nudc cét.

- Ethylacetate (dung cho tat ca nén mau, ngoai trir nudc tiéu, phuong
phép ).

+ Hexane (cho thit bap, hai san va co thé cho tring).

+ Acetic acid (dung cho nudc tiéu, phuong phép Il).

+ Helix pomatia juice (dung cho nudc tiéu, phuong phap I).

+ Isooctane/chloroform (dung cho tring).

Thiét bi:

+ May Vortex.

+ May dbng hoa.

« Can phan tich.

+ Mdy ly tam.

« B& U nhiét.

+ Mdy c6 mau.

+ May do pH.

+ Micropipette 20-200 pl, dau con.

+ Micropipette da kénh 50-250 pl, dau con.
+ Mdy doc dia microplate, budc séng 450nm.
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4. CANH BAO VA THAN TRONG P01 VGI NGUGI DUNG

+ Thir nghiém nay chi dung cho chuén dodn in vitro.

+ Thi nghiém nay nham muc dich sang loc cadc mau cé

* ngudn goc ddng vat (khong co ngudn goc tir con nguidi)
va khéng phai la thir nghiém IVD dé strdung cho con
nguai.

+ M6t s6 thudc thir chiia cac dung dich co thé dugc xéac
dinh la chdt nguy hiém theo Quy dinh (EC) N°1272/2008.

+ Vui long tham khao Bang dir liéu an toan vat liéu cé san
trén trang web Eurofins Technologies va Eurofins
Tecna (tecna.eurofins-technologies.com).

+ XU ly thubc thar moét cach than trong, tranh tiép xuc vai da,
mat va niém mac.

5. HUGNG DAN XU’ LY VA BAO QUAN

+ Bdo quan & +2/48°C va khong dugc dong lanh.

+ D& t4t c& thudc thirvé nhiét dd phong trudc khi st dung (it
nhét 1 gid). CHU Y: khéng ma nép dia microplate cho dén
khi dia dat dén nhiét do phong.

. Bdo quan céc strip khong st dung trong tui nhoém cung vdi
tli hut 8m dugc cung cap.

- Pua tat ca thudc thir vé +2/+8°C ngay sau khi st dung.

+ Knhdng st dung cac thanh phan da hét han.

+ Khong trén cac thanh phan bo kit tir cac 16 khac nhau.

+ Khoéng st dung ban sao clia sach hudng dan. Thuc hién
theo tai liéu hudng dan ban dau di kem vai bo kit.

+ Dac biét, khéng thay déi quy trinh thit nghiém:
- Khéng kéo dai thai gian ¢,
- Khong G dia & nhiét do cao hon 25°C,
- Khéng léc dia trong qua trinh .

+ S dung cac micropipet da dugc hiéu chudn va dau con
phu hgp khi thuc hién.

+ Sau khi bat dau, hay hoan thanh tét c& cac budc ma khong
bi gidn doan.

+ Kha nang lap két qua ELISA phu thudc phéan I6n vao hiéu
qua va tinh déng nhat ctia qua trinh ria; ludn tuan tha quy
trinh dugc hudng dan.

+ SUrdung mot dau con dung mot lan cho tiing dung dich va
mau chudn d@é tranh nhiém chéo.

+ Khéng dé cac dau con tiép xdc vdi chat ldng da co trong
giéng.

« Tranh tiép xUc vai anh séng truc tiép trong khi . Nén day
dia tdm microtiter khi thuc hién.

6. CHUAN Bl MAU
6.1 Mau huyét thanh va huyét tuong

—

)
2) Vortex trong 1 phut.
3) Lytam 10 phuat & 2000 g.
4)  Chuyén 1 mlI6p ndi trén (ethylacetate) vao 6ng thiy tinh

va c6 mau 8 50°C dudi luéng khi cham hodc dong nito
5) Hoa tan tiép trong 500 pl dung dich dém pha loang 1X.
6) Hésdphaloanglal.

6.1 Nudc

1) Thém 2 ml ethylacetat vao 1 ml huyét thanh/huyét tuong.

Thém 2 ml ethylacetat vao 1 ml huyét thanh/huyét tuong.

2) Pha lodng 5x (1 + 4) vd&i dung dich dém pha lodng 1X cho
khodng liéu 0,5-10 ppb.

3) Phaloang 10x (1 + 9) vdi dung dich dém pha lodng 1X cho
khoang liéu 1-20 ppb.

6.3 Triing

1) Can 4 g mau da dong nhat vao 6ng.

Thém 6 ml etylaxetat va lac ky trong 10 pht.

Ly tam 10 phut & 2000 g.

Chuyén 3 ml etylaxetat vao 6ng thly tinh va c6 mau & 50°C

dudi luéng khi cham hodc dong nite.

5) Hoa tan tiép trong 1,5 ml isooctan/chloroform (2:3; v:v).
thém 1 ml dung dich dém pha lodng 1x. Vortex trong 1 phut
hodc tron trén mam quay trong 30 phut.

) Ly tdm trong 10 phdt & 2000 g.

) D€ Eng méau trong bé G nhiét & 80°C trong 5 phut dé loai bo I6p

) nhi tuong & trén.

) Ly tém trong 10 phdt & 2000 g.

0) L&p trén da sdn sang dé st dung.

1) Hé s6 pha loang 1a 0,5.

Cach khac (tu budc 4):

5) Hoa tan mau da co dac trong 1,5 ml hexan

6) Thém 1 ml dung dich dém pha loang 1x. Vortex trong 1 phut
hodc tron trén mam quay trong 30 phut.

7) Ly tdm trong 10 phut & 2000 g.

8) DE 6ng mau trong bé G nhiét ¢ 80°C trong 5 phut dé loai bd 16p
nhd tuong & trén.

9) Ly tam trong 10 phut & 2000 g.

10) LSp dudi da sdn sang dé sir dung.

11) Hé s6 pha loang la 0,5.

6.4 Mat ong
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) Can 2 g mau trong 6ng nghiém

) Thém 4 ml nudc cét.

) Lam dm mau da pha lodng dén 60°C trong vai pht.
) Thém 4 ml etyl acetate va lac ky trong 10 phut.
)
)
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Ly tdm trong 10 phut & 2000 g.

Co dédc 2 ml of ethyl acetate (pha & trén) trong 6ng thly tinh &
50°C dudi khong khi cham hodc dong nito.

7) Hoa tan tiép trong 500 pl dung dich dém pha loang 1x.

8) Hé sé pha lodng la 0.5.

(@)}

6.5 Thit bap va hai san

—

Xay min mau.

Can 4 g mau da dong nhat.

Thém 6 ml ethylacetate va lac ky trong 10 phut.

Ly tam trong 10 phut & 2000 g.

Chuyén 3 ml ethylacetate trong 8ng thily tinh va c6 mau & 50°C
dudi luéng khi cham hodc dong nito.

Hoa tan tiép trong 1 ml hexan.

Thém 500 pl dung dich dém pha lodng 1x. Vortex trong 1 phut.
Ly tam trong 10 phut & 2000 g.

Dat 6ng trong bé 0 nhiét & 80°C trong 5 phut dé loai bo nhi
tuong trong bé mat.

Ly tam trong 10 phut & 2000 g.

Loai bd 16p trén va bé mat.

Lép dudi da sén sang dé sir dung.

Hé s6 pha loang la 0.25.
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6.6 Nudc tiéu

Phuong phap I
1) Ly tdm mau trong 5 phut ¢ 2000g.

2) Pha loang phan ndi phia trén 1:100 véi dung dich dém pha loang 1x.

3) Hé s6 pha loang la 100.

Phuaong phap II:

1) Thuthap 1 ml méu nudc tiéu

2) Gid tri pH dugc diéu chinh dén 4,8 bang cach thém vai giot axit
axetic TM.

Thém 25 pl Helix Pomatia juice.

U trong 2 i & 55°C hodc qua dém & 37°C.

Diéu chinh gia tri pH thanh 7+0.5.

Thém 2 ml ethylacetate va vortex trong 1 phut.

Ly tam trong 10 phut & 2000g.

) Chuyén 1 mlI6p trén (ethylacetate) trong 8ng thay tinh va c&
) mau & 50°C dudi luéng khi cham hoac dong nito.

10) Hoa tan can trong 500 pl dung dich dém pha lodng 1x.

11) Heé sé phaloang la 1.

CENO UL W

7. CHUAN BI DUNG DICH

Chuan Chloramphenicol: St dung ngay.

Dung dich pha lodng phic hgp Enzyme: S dung ngay.
Phic hgp Enzyme: CHU Y: D€ thu héi tat cd dung dich, trudc khi

strdung, hay ly tdm trong vai gidy & toc do thap (spin-down).

Tinh toan va chuan bi lugng can thiét cho 1an thuc hién. Pha loang
phuc hgp ti 1é 1/200 trong dung dich pha loang enzym.

CHU Y: Thuc hién hai lan pha loang lién tiép dé khong |y it hon
20 pl phuic hgp enzyme dam dac.

Vi du: Chuan bi 1/20 dung dich ban dam dac (Idy 20 ul phic hop
enzyme dam ddc + 380 ul dich pha lodng enzyme) va chudn bj
phuc hgp san sang stt dung bang cach pha lodng 1/10 dung dich
ban dam dac (lay 200 ul phiic hgp ban dam dac + 1800 ul chét pha
lodng enzym). Lac nhe

KHONG DUGQC VORTEX
Khang thé Anti-chloramphenicol: S& dung ngay

Buffer pha loang 5x: pha loang 1: 5 (1 + 4) v&i nudc cat.

Buffer rira: pha loang 1:10 (1 + 9) véi nudc cat.

CHU Y: khi thdy xuat hién cac tinh thé, 6n dinh dung dich & nhiét
do phong va khudy dé hoa tan hoan toan..

Dung dich dém rita da pha lodng sé 8n dinh & nhiét d6 phong
trong 24 gio va & + 2/+8°C trong hai tuan.

Ca chat tao mau: st dung ngay; dung dich nay nhay cadm vai anh
sang: tranh xa anh sang truc tiép.

Dung dich diing phan ng: s dung ngay. CHU Y: né chua
sulphuric acid TM. XU ly cdn than; trong trudng hop tiép xuc, ria
ngay véi nhiéu nudc.

8. ASSAY PROCEDURE

1) Xac dinh trudc bé cuc thir nghiém, ghi lai vi trf chudn va mau,
2) Tinh todn dén viéc tat ca déu phai chay lap lai.
U lan dau
e Thém 50 ul ctia mdi chat chudn/mau vao cac giéng tuong
ung.
* SUrdung pipet da kénh, thém 50 pl phiic hop enzym vao moi
giéng.
* Strdung pipet da kénh, thém 100 ul khdng thé vao mébi giéng

+ L3c nhe dfa theo chuyén déng quay trong vai gidy

+ U 30 phut & nhiét do phong.

« Khong kéo dai thai gian 0 lan dau tién va khong st dung may
lac tu dong.

3) Rra
* Loai bo chat long ra khai giéng.
+ Lam day hoan toan tat ca cac giéng bang dung dich rlra lam
viéc bang cach sir dung binh bép. Loai chat long ra khoi giéng.
* Lap lai trinh tu rdia bon (4) lan.
* Loai bd cac giot con lai bang cach go ngugc dia microplate vao
gidy tham.

Khéng dé giéng bi khé.
4)  Phan Uing tao mau
* SUrdung pipet da kénh, thém 200 ul dung dich tao mau vao maoi
giéng.
« Tron ky véi chuyén déng quay trong vai giay.
« Utrong 15 phut & nhiét do phong.
5) S dung pipet nhiéu kénh, thém 50 ul dung dich diing vao méi
giéng va tron ky bang chuyén dong quay trong vai giay.
6) Do dd hap thu tai 450 nm.
7)  Doc két qua trong vong 30 phut

9. TiNH TOAN KET QUA

« Tinh todn d6 hap thu trung binh clia tiing d&i ching, chat chuédn
va mau.

. Chia gia tri d& hap thu trung binh cla ting chat chudn va mau
cho d6 hép thu trung binh ctia chat chudn 0 réi nhan véi 100. Do
do, chudn 0 bang 100% va tét ca cac gia tri dé hdp thu khac duoc
biéu thi bdng phan tram:

D6 hép thu clia chat chudn (hodc mé B
o) apA AL:quacacuin(oacmau)x]ooz_(%)
D6 hdp thu ctia chudn 0 (B,) Bo

* Nhap céc gia tri B/B, dugc tinh cho méi chudn trong hé toa do
semi-logarithmic va vé dudng chuén.

« Tinh gid tri B/B, clia m&i mau thanh néng dé tuong ung ti dudng
chuén.

« Tinh néng do6 chloramphenicol trong m&u bang cach nhan néng
d6 doc dugc trén dudng cong cho hé s6 pha loang.

Xin luu y: D€ tinh todn két qud, bang tinh Excel duoc cung cdp sdn trén

trang web cua Eurofins Tecna tecna.eurofins- Technology.com vd
€6 thé duoc tai xudng truc tiép tu cudi trang san phdm.

DE tim hiéu thém théng tin vé san pham vui long lién hé céng ty Vitech:
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10.ViDU
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11. DANH GIA KET QUA

Sau khixtrly két qua, can xac minh hiéu qua thir nghiém. Viéc xac minh
dugc thuc hién bang cach so sanh di liéu thu dugc vai di liéu dugc
cung cdp trong thong sé ky thuat clia bo kit (xem chuong 12).

Néu cac gia tri ndm ngoai thdng s6 ky thuat da cho, thi két qua cua
phép thirkhdng dugc dam bao, do d6 muc néng dé chloramphenicol
trong mau cé thé khong hap lé..

Trong nhiing trudng hop nay, nén kiém tra thai han s& dung clia b
kit, budc song doc két qua, cling nhu quy trinh thuc hién.

Néu nguyén nhan dugc xac dinh khong phéi 16i van hanh, hay lién hé
vai bd phan ho tro ky thuat clia ching toi.

CANH BAO: Nhiing bo kit duoc tra chi khi con nguyén bao bi géc.
BO kit phai dugc bdo qudn trong bao bi clia n6 & +2/48°C.

12.THONG SO KY THUAT

12.1Déc diém ky thuat thi nghiém

Mo t3 Thoéng s6

D6 hép thu B, trung binh > 0.7 ODasonm

B/B,50% 03 - 1.2ng/ml

C.V.trung binh 13p lai chuan <6%

12.2 Hiéu qua thirnghiém

Hiéu qud clia bo kit dugc trinh bay & day la tu su xac nhan ndi bo; Knha
nang phat hién (CCR) dugc tinh todn theo yéu cau clia Quyét dinh
657/2002 clia EU.

D6 thu héi (%)
Tom
(at 0.1 ppb of CAP) 115430
Nudc tiéu, phuong phap | 106411

(at 20 ppb of CAP)

Céc két qua thu dugc bang cach xay dung “4 tham sé”
clia duding chudn curve

Kha ndang phat hién hodc CCR
Chét phan tich TO6m
CAP 0.1

13.TRACH NHIEM PHAP LY

Cac mau dugc danh gié la duong tinh khi st dung bo kit phai dugc
kiém tra lai bang cac phuong phép xac nhan.

Eurofins Technologies Hungary sé khong chiu trach nhiém déi vai bat
ky thiét hai nao déi vai khach hang do st dung khéng ding b kit va
doi véi bat ky hanh déng nao dugc thuc hién do hau quéa cla két qua.
Eurofins Technologies Hungary sé khong chiu trach nhiém vé viéc
st dung khong an toan bd dung cu theo cac quy dinh an toan hién
hanh cta Chau Au.
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