Transferi.r de 1,0 g da amostra homogeneizada num tubo de vidro

Adicionar 3,0 ml de metanol 100%

Misture por 10 minutos em homogeneizador por inversao
Centrifugue a 2000 x g por 5 minutos
Pipete 500uL em um tubo de vidro, evapore até secar sob um fluxo de nitrogénio a 50°C

Dissolva o residuo com 500ulL do tampdo de diluicdo de amostras. Agite bem

Utilize 50ulL no ELISA




epare o nimero de cavidades a serem utilizadas

Tampdo de diluicao (dilution buffer, 10x concentrado) o tampdo de diluicdo estd 10x
concentrado. Antes da dilui¢do (10 mL de tampdo + 90 mL de dgua destilada) o tampao
concentrado deve estar em temperatura ambiente e ser agitado completamente. O tampao
concentrado pode apresentar precipitacdo do conteddo. Agite bem antes da diluicdo com
dgua destilada. O tampao diluido 4 vezes pode ser armazenado em refrigerador (+2°C a
+8°C) até a data de expiracdo indicada no rétulo do kit

Tampao de diluicao de Amostra: 18mL do tampao de diluicao adicione 2mL de metanol
100% misture e armazene a 4°C até utilizacao



iE Eoncentns par =S pou
550 U dos 40 mL de tampé&o de lavagem (2 mL de tampa
de dgua destilada) e deixe a lavadora pronta para o uso :

Reconstitua o frasco de conjugado liofilizados (concentrado 100x). Centrifugue por 1 min. A
1000 x g. adicione b5ul do concentrado em 495 ulL de tampao de diluicao (dilution buffer). Para
cada 16 cavidades utiliza-se 400ulL de solucao. Armazene o concentrado de 2-8°C
imediatamente apds o uso

Reconstitua o frasco de anticorpos liofilizados (concentrado 100x). Centrifugue por 1 min. A
1000 x g. adicione b5ulL do concentrado em 495 ulL de tampao de diluicao (dilution buffer).
Para cada 16 cavidades utiliza-se 400ul de solucao. Armazene o concentrado de 2-8°C
imediatamente apds o uso



Sele a microplaca e agite por 1 minuto

Incube a placa por 1 hora, a temperatura ambiente. (20-25°C) no escuro

Remova a solucao da microplaca e lave 3 vezes com o tampao de lavagem (rinsing buffer).
Pipete 100 pL de solucao de substrato em cada poco.

Incube a placa por 30 minutos em temperatura ambiente (20°C - 25°C)

Adicione 100 pL de solucao stop em cada poco

Leia os valores de absorbancia imediatamente em 450 nm

O valor obtido deve ser multiplicado por 4



nha certeza que a pipeta esteja calibrada

Sugerimos a utilizacao de uma repipetadora e ou pipeta multicanal para adicionar os
reagentes ao "mesmo tempo" e para lavagem mais adequada.

Nao encoste a pipeta na cavidade durante o ensaio

Cuidado com o arrasto e contaminacao durante pipetagem, lavagem, e homogeneizacao.

Tenha em mente que o ensaio se limita a faixa de deteccao da curva e ao Limite Minimo de
Deteccao (LOD)

Verifiigue o certificado de controle de qualidade
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