| Product Instructions
5 NEOGEN i

= &N Brazil Nut Protein ELISA Kit
= Kit ELISA Protéine Noix du Brésil
= Paranuss Protein ELISA Kit

= QD Kit ELISA per la rilevazione delle proteine di
noce brasiliana

= &S Kit ELISA para Proteina de Nuez de Brasil

= QD Paranoot Proteine ELISA test

= &V Brazil Nut Protein ELISA Kit

= ©A Parangd Protein ELISA Kit

= @O Parangttprotein ELISA Kit

= Kit ELISA para Proteina de Castanha do Para

= @& Kit Aokipaoiag ELISA MNpwteivng Kapudiwv BpaltAiag

= Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w
orzechach brazylijskich

= ELISA Ha6op (npoTevH bpa3unnbckoro opexa)
= Brezilya Findigi Proteini ELISA Kiti

=5 ISV FyYTOT1 VELISAEx Y b

= @ BRERESZR ELISA 2=

= @ sanadau ELISA as513u1Tdsfiuainaiusida

= BalE LH{E A ELISA 7| E

= ELISA Kit Protein Kacang Brazil

5@ oljlpl jgall guigp 1jul pdh



(EN) (English) ‘ﬁ‘ Eﬂ

Issue Date: 2024-01

X NEOGEN

Product Instructions

Brazil Nut Protein ELISA Kit

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) for quantitative analysis of Brazil nut proteins.

Product Description and Intended Use
The Neogen® Brazil Nut Protein ELISA Kit is intended for the detection of Brazil nut proteins in clean-in-place water (CIP)
final rinse water, environmental swab samples, food ingredients, and processed food products.

The Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit utilizes a sandwich ELISA. The Brazil nut proteins present in the sample react
with the anti-Brazil nut antibody, which have been adsorbed to the surface of polystyrene microtiter wells. After the
removal of unbound proteins by washing, anti-Brazil nut antibodies conjugated with horseradish peroxidase (HRP)

are added. These enzyme-labeled antibodies form complexes with the previously bound Brazil nut protein. Following

a second washing step, the enzyme bound to the immunosorbent is detected by the addition of a chromogenic
substrate, 3,3’,5,5-tetramethylbenzidine (TMB). The color development from this enzymatic reaction varies directly

with the concentration of Brazil nut protein in the sample tested; thus, the absorbance, at 450 nm, is a measure of

the concentration of Brazil nut protein in the test sample. The quantity of Brazil nut protein in the test sample can be
extrapolated from the standard curve, constructed from standards of known concentration, and adjusted to consider the
sample dilution.

The Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit is intended for use in a laboratory environment by professionals trained in
laboratory techniques. Neogen has not documented the use of this product in industries other than food or beverage.
For example, Neogen has not documented this product for testing pharmaceutical, cosmetic, clinical or veterinary
samples. The Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit has not been evaluated with all possible food products, food
processes and testing protocols.

The Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit contains 96 wells, described in Table 1.

Table 1. Kit components

Item Identification Preparation Storage Stability
(see Reagent
Preparation section
for details)
Neogen® Brazil Nut One foil bag with a plate of 96 | Ready to use. 2-8°Cin Re-seal foil bag
Protein ELISA Wells removable antibody coated sealed foil containing unused
wells. bag with wells and desiccant.
desiccant. Store at 2-8°C to
maintain stability until
the expiration date of
the kit.
Neogen® Brazil Nut One vial with 1.5 mL of 10X Dilute 1/10 2-8°Cinthe | The 10X conjugate
HRP Conjugate (10X) | Horseradish Peroxidase (HRP) | immediately prior dark. is stable until the
Conjugated antibody (10X). to use to make a 1X expiration date of the
. working solution. kit.
Neogen® Brazil Nut One vial with a known Refer to the ELISA 2-8°C. Do not | Neogen Brazil Nut
Protein Standard concentration of Brazil nut Procedure Section for | freeze. Protein Standard
Concentrate protein. standard preparation. Concentrate is stable
until the expiration
_ date of the kit.
Neogen® Diluent (5X) | One bottle with 50 mL of 5X Dilute 1/5 2-8°C The 5X Neogen
Diluent. immediately prior Diluent Solution
to use to make a 1X is stable until the
_ working solution. expiration date of the
kit.
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Neogen® Wash One bottle with 50 mL of 20X [ Dilute 1/20 to make a | 2-8°C for The 20X Neogen
Solution (20X) wash solution. 1X working solution. | both 1X Wash Solution is
working stable until the
solution and | expiration date of
20X Wash the kit. The 1X Wash
Solution Solution is stable for
_ concentrate. | at least one week
after preparation.
Neogen® Extraction One bottle with 120 mL of 4X | Dilute 1/4 to make a | 2-8°C for The 1X Extraction
Buffer E26 (4X) extraction buffer. 1X working solution. | both 1X Buffer and 4X Neogen
The working solution [ working Extraction Buffer
should be heated to solution and | are stable until the
50-60°C before use. |4X Neogen expiration date of the
Extraction kit.
Buffer
concentrate.
Neogen® One bottle with 12 mL of Ready to use. 2-8°Cinthe |Protectfrom light. The
Chromogenic 3,3,5,5’-tetramethylbenzidine dark. Neogen Chromogenic
Substrate Solution (TMB). Substrate Solution
is stable until the
_ expiration date of the
kit.
Neogen® Stop One bottle of 12 mL of 0.3 M | Ready to use. 2-8°C The Neogen Stop
Solution sulfuric acid. Solution is stable until

the expiration date of
the kit.

Materials not provided in the kit:

Test tubes

Timer
Vortex

Orbital shaker
Safety

Microtiter plate washer/aspirator
Distilled or deionized water
Microtiter plate reader

Assorted labware for the preparation of reagents and buffer solutions

Shaking water bath or shaking incubator

Precision pipettes and pipette tips to collect 10 to 100 pL

The user should read, understand, and follow all safety information in the instructions for the Neogen Brazil Nut Protein
ELISA Kit. Retain the safety instructions for future reference.

/\ WARNING: Indicates a hazardous situation, which, if not avoided, could result in death or serious injury and/or
property damage.

NOTICE:

Indicates a potentially hazardous situation, which, if not avoided, could result in property damage.

A WARNING

To reduce the risks associated with exposure to chemicals:

e  Dispose according to current local/regional/national/industry standards and regulations.

° The user must train its personnel in current proper testing techniques; for example, Good Laboratory Practices' or

ISO/IEC 170252

° Always follow standard laboratory safety practices, including wearing appropriate protective apparel and eye
protection while handling reagents.
e  Avoid skin contact with the Neogen Stop Solution, see Safety Data Sheet for additional safety information.
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To reduce the risks associated with false-negative results leading to the release of contaminated product:

e  Store the Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit as indicated on the package and in the product instructions.

° Use the Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit for food and environmental samples that have been validated internally
or by a third party.
Follow the protocol and perform the tests exactly as stated in the product instructions.
Neogen has not documented the use of the Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit in industries other than food or
beverage. For example, Neogen has not documented this product for testing pharmaceutical, cosmetic, clinical or
veterinary samples.

To reduce the risks associated with inaccurate results leading to the release of contaminated product:

e  Always use the Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit by the expiration date.

e  Always prepare working solutions using the Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit concentrated reagents at 20-25°C
temperature.
Do not freeze the Neogen Brazil Nut Protein Standard Concentrate.
If Chromogenic Substrate Solution turns blue, do not use. Follow Good Laboratory Practices’ to avoid
cross-contamination of Neogen Chromogenic Substrate Solution.
Neogen® Allergen Protein Testing Kits are not intended for the detection of hydrolyzed proteins.
The Neogen Allergen Protein Testing Kits are designed to detect proteins from processed food once they are
solubilized into Neogen Extraction Buffer. Some food processing methods may limit detection of these target
proteins.

e  Some food processing may affect the detection of food proteins with Neogen Allergen Protein Testing Kits. Users
should verify that the method is fit for purpose to meet user’s requirements.

NOTICE

To reduce the risks associated with inaccurate results:

e  Sample stability after extractions has not been evaluated. The ELISA procedure should be carried out, right after
sample extraction.

° Handle Neogen Brazil Nut Protein Standards following Good Laboratory Practices' to prevent cross-contamination
of samples.

Consult the Safety Data Sheet for additional information.

For information on documentation of product performance, visit our website at www.neogen.com or contact your local
Neogen representative or distributor.

User Responsibility
Users are responsible for familiarizing themselves with product instructions and information. Visit our website at
www.neogen.com, or contact your local Neogen representative or distributor for more information.

As with all test methods used for food analysis the test matrix can influence the results. When selecting a test
method, it is important to recognize that external factors such as sampling methods, testing protocols, sample
preparation, handling, and laboratory technique may influence results. The food sample itself may influence results.

It is the user’s responsibility in selecting any test method or product to evaluate a sufficient number of samples to satisfy
the user that the chosen test method meets the user’s criteria.

It is also the user’s responsibility to determine that any test methods and results meet its customers’ and suppliers’
requirements.

As with any test method, results obtained from use of any Neogen Food Safety product do not constitute a guarantee of
the quality of the matrices or processes tested.

Limitation of Warranties/Limited Remedy

EXCEPT AS EXPRESSLY STATED IN A LIMITED WARRANTY SECTION OF INDIVIDUAL PRODUCT PACKAGING,
NEOGEN DISCLAIMS ALL EXPRESS AND IMPLIED WARRANTIES, INCLUDING BUT NOT LIMITED TO, ANY
WARRANTIES OF MERCHANTABILITY OR FITNESS FOR A PARTICULAR USE. If any Neogen Food Safety Product is
defective, Neogen or its authorized distributor will, at its option, replace or refund the purchase price of the product.
These are your exclusive remedies. Please contact your Neogen representative or authorized Neogen distributor for any
further questions.
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Limitation of Neogen Liability

NEOGEN WILL NOT BE LIABLE FOR ANY LOSS OR DAMAGES, WHETHER DIRECT, INDIRECT, SPECIAL, INCIDENTAL
OR CONSEQUENTIAL DAMAGES, INCLUDING BUT NOT LIMITED TO LOST PROFITS. In no event shall Neogen’s
liability under any legal theory exceed the purchase price of the product alleged to be defective.

Storage and Disposal
Store Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit contents at 2-8°C. Do not freeze. Store diluted working solutions as described
in Table 1.

Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit components should not be used past the expiration date. Expiration date and lot
number are noted on the outside label of the box.

Dispose according to current local/regional/national/industry standards and regulations.

Instructions for Use
Follow all instructions carefully. Failure to do so may lead to inaccurate results.

Reagent Preparation
Bring all reagents to ambient temperature (20-25°C) before use. Use clean labware to dilute and store working solutions.
a. Neogen Extraction Buffer

To prepare 1X Extraction Buffer, add one part of Neogen Extraction Buffer (4X) and dilute in three parts of
deionized or distilled water. Pre-warm the Extraction Buffer (1X) to 50-60°C in a water bath or shaking incubator
before use. Each sample requires 4.5 mL of 1X Extraction Buffer.

b. Neogen Diluent Solution

To prepare 1X Diluent solution, add one part of Neogen Diluent (5X) to four parts of deionized or distilled water.
Each sample requires a total of 4.5 mL of 1X Diluent solution.

c. Neogen Wash Solution

To prepare 1X Wash Solution, add one part of Neogen Wash Solution (20X) to 19 parts of deionized or distilled
water. Each Neogen ELISA Well requires approximately 2.5 mL of 1X Wash Solution.

Note: The formation of crystals in the Neogen Wash Solution (20X) may occur when stored at 2-8°C. To dissolve
crystals, warm the Neogen Wash Solution (20X) to 30-35°C in a water bath or incubator before preparing the Wash
Solution (1X).

d. Neogen Brazil Nut HRP Conjugate

To prepare 1X Brazil Nut HRP Conjugate, add one part of Neogen Brazil Nut HRP Conjugate (10X) and dilute in 9
parts of 1X Diluent solution. Prepare immediately before use. Each Neogen ELISA Well requires 100 pL of 1X Brazil
Nut HRP Conjugate.

Sample Preparation
Note: All samples should be extracted with 1X Extraction Buffer pre-warmed to 50-60°C.
1.1 Prepare sample for protein extraction in a clean test tube or disposable tube as described in Table 2.

Table 2. Sample preparation

Sample matrix Sample size Dilution (1/10)

Solid foods 0.5+0.02¢g Add 4.5 £ 0.09 mL of pre-warmed 1X Extraction Buffer
Liquid foods 0.5+0.01 mL Add 4.5 = 0.09 mL of pre-warmed 1X Extraction Buffer
Clean-in-Place (CIP) Final Rinse Water 0.5+ 0.01 mL Add 4.5 £ 0.09 mL of pre-warmed 1X Extraction Buffer
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e 4.5 mL1X
Extraction buffer
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0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2 Incubate diluted samples in a shaking water bath or shaking incubator at 50-60°C for 25 * 1 minutes. Another
option is to leave the samples in a water bath or incubator at 50-60°C and manually shake for 1 minute every
5 minutes.

1.3 After incubation, centrifuge samples at 5000-7000 rpm (3000 x g) for 20 to 30 seconds to pellet particulates or
allow them to settle for 5 minutes in a test tube rack.

1.4 Collecta 100 pL from middle (aqueous) layer and add it to 900 pL of Diluent Solution (1X). Vortex or shake to mix
well. (This corresponds to a 1/100 dilution of the original sample.)

50-60°C

00:.25:00

100yl %
900l ==

_— .
X Diluent

=

3000g / 00:00:30

_ 5
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ELISA Procedure

2.1

Remove one Neogen ELISA Well per sample and/or standard and place the wells in the well holder. Return the
unused Neogen ELISA Wells to the foil pouch, re-seal and return to storage at 2-8°C.

2.2 Utilizing the Neogen Brazil Nut Protein Standard Concentrate, prepare a set of four standards diluted in Diluent
Solution (1X).

Standard Number Standard Concentration Volume of standard added to Volume of 1X Diluent

(ng/mL) 1X Diluent solution

4 270 10 pL of Neogen Brazil Nut 990 uL

Protein Standard Concentrate

3 20 200 pL of standard number 4 400 pL

2 30 200 pL of standard number 3 400 pL

1 10 200 pL of standard number 2 400 uL

0 0 0 400 pL

2.3

2.4
2.5

2.6

2.7

2.8

2.9

Pipette 100 pL of each standard into Neogen ELISA Wells.

Standard O (1X Diluent Solution)
Standard 1 (10 ng/mL) ppb
Standard 2 (30 ng/mL) ppb
Standard 3 (90 ng/mL) ppb
Standard 4 (270 ng/mL) ppb

Pipette 100 pL of the extracted sample prepared in 1.4 into a Neogen ELISA Well.

Incubate Neogen ELISA Wells on an orbital shaker set at 400 rpm at ambient temperature (20-25°C) for 30 + 2
minutes. Keep the wells covered and level during this step to prevent evaporation.

After incubation, aspirate the contents of the Neogen ELISA Wells.

Fill completely each Neogen ELISA Well with 1X Wash Solution and aspirate. If the wash is done manually, invert
the plate and pour/shake out the contents in a waste container and strike the wells sharply on absorbent paper to
remove residual wash solution. Repeat this step three times for a total of four washes.

Pipette 100 pL of 1X Brazil Nut HRP Conjugate into each Neogen ELISA Well. Incubate on an orbital shaker set at
400 rpm at ambient temperature for 10 + 2 minutes. Keep plate covered in the dark and level during this step.

Repeat steps 2.6 and 2.7 to complete a total of four washes with Wash Solution (1X).

2.10 Pipette 100 pL of Neogen Chromogenic Substrate Solution (TMB) into each Neogen ELISA Well.

2.11 Incubate on an orbital shaker set at 400 rpm at ambient temperature for 10 minutes. Keep plate covered in the dark

and level during this step.

2.12 After incubation, add 100 pL of Neogen Stop Solution to each Neogen ELISA Well and determine the absorbance

(at 450 nm) within 30 minutes.

: N \

N
4

100ul T k2 4
‘QOOpIQ

-—
1X Diluent
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Result Analysis

3.1

3.2

3.3

Subtract the average background value for each sample (Average absorbance reading of the sample minus average
absorbance reading of standard zero.)

Using a computer software capable of generating a four parameter logistic curve fit, construct a standard curve
by plotting the concentration in ng/mL (ppb) on the x-axis and the absorbance reading to each corresponding
standard on the y-axis. A second order polynomial (quadratic) or other curve fits may also be used; however, they
will be a less precise fit of the data.

Calculate the sample concentrations off the standard curve; the result unit is in ng/mL (ppb). Then, multiply by
sample dilution factor to get the concentration of original sample. For example, if the total dilution of the sample is
1/100, and the sample concentration of the standard curve is 200 ng/mL (ppb), the final sample concentration is
200 ng/mL x 100 = 20,000 ng/mL (ppb) which is 20 ug/mL (ppm).

Minimum Performance Characteristics

a.

The analytical Limit of Detection (LOD) is 1.3 ng/mL (ppb)

The limit of detection is defined as the lowest concentration of the allergen in a test sample that can be
distinguished from a true blank sample at a specified probability level’. It is determined by adding three
standard deviations to the mean optical density value of forty-eight standard zero replicates and calculating the
corresponding concentration.
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b. The Limit of Quantification (LOQ) is 1 ppm

The limit of quantification is defined as the lowest level of the allergen in a test sample that can be reasonably
quantified at a specified level of precision®.

Precision
Intra-Assay Precision Average %CV = <10 N=12
Inter-Assay Precision Average %CV = <10 N=12
References

1. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices for
Nonclinical Laboratory Studies.
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Abbott, M., Hayward, S., Ross, W., Godefroy, S.B., Ulberth, F., Van Hengel, A. J., Roberts, J., Akiyama, H., Popping,
B., Yeung, J.M., Wehling, P., Taylor, S., Poms, R.E., and Delahaut, P. (2010). Appendix M: Validation Procedures for
Quantitative Food Allergen ELISA Methods: Community Guidance and Best Practices. J. AOAC Int. 93, 442-450.
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Instructions relatives au produit

Kit ELISA Protéine Noix du Brésil

Méthode immuno-enzymatique (ELISA) destinée a I’analyse quantitative des protéines de noix du Brésil.

Description et utilisation du produit

Le Kit ELISA Neogen® Protéine Noix du Brésil est congu pour détecter des protéines de noix du Brésil dans I’eau de
ringage final d'un processus de nettoyage (PN), des échantillons d’écouvillons environnementaux, dans des ingrédients
alimentaires et dans des produits alimentaires transformés.

Le Kit ELISA Neogen Protéine Noix du Brésil utilise un test ELISA en sandwich. Les protéines de noix du Brésil présentes
dans I’échantillon réagissent avec les anticorps anti-noix du Brésil qui ont été adsorbés a la surface des puits de
microtitration en polystyréne. Aprés élimination par lavage des protéines non fixées, on ajoute des anticorps anti-noix

du Brésil couplés a la peroxydase de raifort (HRP). Ces anticorps marqués par I’enzyme forment des complexes avec la
protéine de noix du Brésil qui s’est fixée dans I’étape précédente. Suite a une seconde étape de lavage, I'enzyme liée

a limmuno-adsorbant est détectée en lui ajoutant un substrat chromogéne, la 3,3’,5,5-tétraméthylbenzidine (TMB).
Lapparition de la couleur issue de cette réaction enzymatique varie en fonction directe de la concentration de protéine de
noix du Brésil dans I’échantillon testé ; par conséquent, ’'absorbance a 450 nm représente une mesure de la concentration
de protéine de noix du Brésil dans I’échantillon testé. La quantité de protéine de noix du Brésil contenue dans I’échantillon
testé peut étre extrapolée a partir de la courbe étalon, obtenue a partir de solutions étalons de concentration connue, puis
ajustée pour tenir compte de la dilution de I’échantillon.

Le Kit ELISA Neogen Protéine Noix du Brésil est congu pour étre utilisé en laboratoire, par des professionnels formés
aux techniques de laboratoire. Neogen n’a pas étudié I'utilisation de ce produit dans des secteurs autres que ceux de
I’alimentaire et des boissons. Par exemple, Neogen n’a pas étudié ce produit dans le cadre de tests sur des échantillons
de produits pharmaceutiques, cosmétiques, cliniques ou vétérinaires. Le Kit ELISA Neogen Protéine Noix du Brésil n’a
pas été évalué avec tous les produits, processus alimentaires et protocoles de tests possibles.

Le Kit ELISA Neogen Protéine Noix du Brésil contient 96 puits, décrits dans le Tableau 1.
Tableau 1. Contenu du kit

Elément Identification Préparation Stockage Stabilité
(voir la section
Préparation des
réactifs pour plus de
détails)
Puits ELISA Neogen® [ Un sachet hermétique Préts a 'emploi. 2 a8°Cdans |Refermer
Protéine de Noix du contenant une plaque de le sachet hermétiquement le
Brésil 96 puits amovibles recouverts scellé avec sachet contenant
d’anticorps. un agent les puits non utilisés
dessiccateur. | et le dessiccateur.
Conserver entre
2 et 8 °C pour
maintenir la stabilité
jusqu’a la date de
péremption du kit.
Conjugué HRP Une ampoule avec 1,5 mL Diluer a 1/10 juste 2a8°Ca Le conjugué 10X est
Neogen® Noix du d’anticorps couplés a la avant utilisation pour | 'obscurité. stable jusqu’a la date
Brésil (10X) peroxydase de raifort (HRP) obtenir une solution de péremption du kit.
I 10X (10X). de travail 1X.
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Etalon concentré
Neogen® Protéine
Noix du Brésil

Une ampoule de solution de
protéine de noix du Brésil de
concentration connue.

Se référer ala
section Procédure
du test ELISA pour
la préparation de la
solution étalon.

2a8°C.Ne
pas congeler.

L’Etalon concentré
Neogen Protéine Noix
du Brésil est stable
jusqu’a la date de
péremption du kit.

Neogen®

sulfurique a 0,3 M.

Diluant Neogen® (5X) | Un flacon de 50 mL de Diluant | Diluer & 1/5 juste 2-8°C La Solution de diluant
5X. avant utilisation pour Neogen 5X est stable
_ obtenir une solution jusqu’a la date de
de travail 1X. péremption du kit.
Solution de lavage Un flacon de 50 mL de Diluer a 1/20 pour 2 a8°Caussi |La Solution de lavage
Neogen® (20X) solution de lavage 20X. obtenir une solution bien pour la Neogen 20X est
de travail 1X. solution de stable jusqu’a la date
travail 1X de péremption du kit.
que pour le La Solution de lavage
concentré de | 1X est stable pendant
_ Solution de au moins une semaine
lavage 20X. aprés préparation.
Tampon d’extraction | Un flacon de 120 mL de Diluer a 1/4 pour 2a8°Caussi | Le Tampon
Neogen® E26 (4X) tampon d’extraction 4X. obtenir une solution bien pour la d’extraction 1X et le
de travail 1X. La solution de Tampon d’extraction
solution de travail travail 1X Neogen 4X sont
doit étre chauffée que pour le stables jusqu’a la date
a 50 a 60 °C avant concentré de péremption du kit.
utilisation. de Tampon
d’extraction
Neogen 4X.
Solution de substrat Un flacon de 12 mL de Préts a I’emploi. 2a8°Ca Protéger de la
chromogéne Neogen® | 3,3’,5,5-tétraméthylbenzidine I’obscurité. lumiére. La Solution
(TMB). de substrat
chromogéne Neogen
est stable jusqu’a la
_ date de péremption
du kit.
Solution d’arrét Un flacon de 12 mL d’acide Préts a ’'emploi. 2-8°C La Solution d’arrét

Neogen est stable
jusqu’a la date de
péremption du kit.

Accessoires non inclus dans le kit :

Eprouvettes

Minuteur
Vortex

Bain-marie a agitation ou agitateur incubateur
Agitateur orbital

Pipettes de précision et leurs embouts pour pipetter de 10 a 100 pL

Laveur/aspirateur pour plague de microtitration
Eau distillée ou désionisée

Lecteur de test de microtitration
Divers ustensiles de laboratoire pour la préparation des solutions de réactifs et de tampon
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Consignes de sécurité

Lutilisateur doit lire attentivement, comprendre et respecter toutes les consignes de sécurité fournies dans les instructions
relatives au Kit ELISA Neogen Protéine Noix du Brésil. Conserver ces consignes de sécurité pour s'y référer ultérieurement.

A\ AVERTISSEMENT : indique une situation dangereuse qui, si elle n'est pas évitée, pourrait entrainer un décés, des
blessures graves et/ou des dommages matériels.

REMARQUE : indique une situation potentiellement dangereuse qui, si elle n’est pas évitée, pourrait entrainer
des dommages matériels.

A AVERTISSEMENT

Pour réduire les risques associés a I’exposition a des produits chimiques :

° Mettre au rebut conformément aux normes et réglementations locales/régionales/nationales/du secteur.

° Lutilisateur doit former son personnel aux techniques correctes de test ; par exemple aux Bonnes pratiques de
laboratoire' ou a la norme ISO/CEI 170252,

° Toujours se conformer aux pratiques de sécurité standards en laboratoire, notamment le port d’'un équipement de
protection adéquat et de lunettes de protection pour manipuler les réactifs.

° Eviter le contact de la Solution d’arrét Neogen avec la peau, voir la Fiche de données de sécurité pour davantage
d’informations sur la sécurité.

Pour réduire les risques associés aux résultats faux négatifs, qui peuvent entrainer la diffusion de produits

contaminés :

e  Conserver le Kit ELISA Neogen Protéine Noix du Brésil conformément aux indications fournies sur ’emballage et
dans les instructions relatives au produit.

° Utiliser le Kit ELISA Neogen Protéine Noix du Brésil pour les échantillons alimentaires et environnementaux qui ont
été validés en interne ou par une tierce partie.
Se conformer au protocole et effectuer les tests en suivant exactement les instructions relatives au produit.
Neogen n’a pas étudié I'utilisation du Kit ELISA Neogen Protéine Noix du Brésil dans des secteurs autres que ceux
de l’alimentaire et des boissons. Par exemple, Neogen n’a pas étudié ce produit dans le cadre de tests sur des
échantillons de produits pharmaceutiques, cosmétiques, cliniques ou vétérinaires.

Pour réduire les risques liés aux résultats inexacts, qui peuvent entrainer la diffusion de produits contaminés :
° Toujours utiliser le Kit ELISA Neogen Protéine Noix du Brésil avant sa date de péremption.
° Toujours préparer les solutions de travail en utilisant les réactifs concentrés du Kit ELISA Neogen Protéine Noix du
Brésil portés a une température de 20 a 25 °C.
Ne pas congeler ’Etalon concentré Neogen Protéine de Noix du Brésil.
Si la Solution de substrat chromogéne bleuit, ne pas 'utiliser. Conformez-vous aux Bonnes pratiques de
laboratoire! pour éviter la contamination croisée par la Solution de substrat chromogéne Neogen.
Les kits Neogen® Allergénes Protéines ne sont pas adaptés pour la détection d’hydrolysats de protéines.
Les kits Neogen Protéines Allergénes sont congus pour détecter les protéines lorsqu’elles sont solubilisées dans le
tampon d’extraction Neogen. Certains process de fabrication peuvent limiter la détection de ces protéines cibles.
e  Certains process alimentaires peuvent affecter la détection des protéines par les kits Neogen Protéines Allergénes.
Les utilisateurs doivent vérifier que la méthode est adaptée pour répondre aux besoins de I'utilisateur.

REMARQUE

Pour réduire les risques découlant de faux résultats :

° La stabilité des échantillons suite a leur extraction n’a pas été évaluée. La procédure ELISA doit étre mise en ceuvre
juste aprés I’extraction des échantillons.

° Manipuler les Etalons Neogen Protéine de Noix du Brésil en respectant les Bonnes pratiques de laboratoire' pour
éviter la contamination croisée des échantillons.

Consulter la fiche de données de sécurité du produit pour plus de renseignements.

Pour obtenir une documentation sur la performance de ce produit, veuillez consulter notre site Internet
www.neogen.com ou contacter un représentant ou distributeur Neogen local.

Responsabilité de l'utilisateur

Il incombe aux utilisateurs de connaitre les instructions et les informations relatives au produit. Rendez-vous sur notre
site www.neogen.com ou contactez votre représentant ou distributeur Neogen local pour obtenir de plus amples
informations.



(Francgais) ﬁ ﬁ

Comme pour toutes les autres méthodes de test utilisées a des fins d'analyses alimentaires, la matrice analysée peut
influer sur les résultats. Lors du choix d'une méthode de test, il est important d'admettre que des facteurs externes comme
les méthodes d'échantillonnage, les protocoles de test, la préparation des échantillons, la manipulation et les techniques de
laboratoires peuvent influencer les résultats. L'échantillon alimentaire en tant que tel peut influer sur les résultats.

Il est de la responsabilité de I'utilisateur de choisir une méthode de test ou un produit pour évaluer un nombre suffisant
d'échantillons afin de s'assurer que la méthode de test choisie répond a ses critéres.

Il incombe également a I'utilisateur de déterminer si une méthode d’analyse et ses résultats répondent aux exigences de
ses clients ou fournisseurs.

Comme pour toute méthode d’analyse, les résultats obtenus avec un produit Neogen Sécurité Alimentaire ne
constituent pas une garantie de la qualité des matrices ou des processus testés.

Limitation de garantie/Limites de recours

SAUF S| EXPRESSEMENT ETABLI DANS LA SECTION DE GARANTIE LIMITEE D'UN EMBALLAGE DE PRODUIT
INDIVIDUEL, NEOGEN RENONCE A TOUTE GARANTIE EXPLICITE ET IMPLICITE, Y COMPRIS, MAIS SANS S'Y
LIMITER, TOUTE GARANTIE DE COMMERCIALISATION OU D'ADAPTATION POUR UN USAGE SPECIFIQUE. En

cas de défaut de tout produit Neogen Sécurité Alimentaire, Neogen ou son distributeur agréé s'engage, a son entiére
discrétion, au remplacement ou au remboursement du prix d'achat du produit. Il s'agit de vos recours exclusifs. Merci de
contacter votre représentant Neogen ou votre distributeur Neogen agréé pour toute autre question.

Limitation de responsabilité de Neogen

NEOGEN NE SERA PAS TENUE RESPONSABLE DES PERTES OU DES DOMMAGES EVENTUELS, QU'ILS SOIENT
DIRECTS, INDIRECTS, SPECIFIQUES, ACCIDENTELS OU CONSECUTIFS, Y COMPRIS, MAIS SANS S'Y LIMITER, LES
PERTES DE PROFITS. En aucun cas et en aucune maniére, la responsabilité de Neogen ne sera engagée au-dela du prix
d'achat du produit prétendu défectueux.

Conservation et élimination des déchets
Conserver le contenu du Kit ELISA Neogen Protéine Noix du Brésil a 2 a 8 °C. Ne pas congeler. Conserver les solutions
de travail comme décrit dans le Tableau 1.

Le contenu du Kit ELISA Neogen Protéine Noix du Brésil ne doit pas étre utilisé au-dela de sa date de péremption. La
date de péremption et le numéro de lot sont inscrits sur I’étiquette a I'extérieur de la boite.

Mettre au rebut conformément aux normes et réglementations locales/régionales/nationales/du secteur.

Instructions d’utilisation
Suivre attentivement toutes les instructions. Dans le cas contraire, les résultats obtenus risquent d'étre inexacts.

Préparation des réactifs
Porter tous les réactifs & température ambiante (20 & 25 °C) avant de les utiliser. Utiliser des ustensiles de laboratoire
propres pour diluer et conserver les solutions de travail.

a. Tampon d’extraction Neogen

Pour préparer le Tampon d’extraction 1X, verser un volume de Tampon d’extraction Neogen (4X) et le diluer dans trois
volumes d’eau distillée ou désionisée. Avant utilisation, préchauffer le Tampon d’extraction (1X) & 50 4 60 °C a l'aide
d’un bain-marie ou d’un agitateur incubateur. Chaque échantillon nécessite 4,5 mL de Tampon d’extraction 1X.

b. Solution de diluant Neogen

Pour préparer la solution de Diluant 1X, verser un volume de Diluant Neogen (5X) dans quatre volumes d’eau
distillée ou désionisée. Chaque échantillon nécessite au total 4,5 mL de solution de Diluant 1X.

c. Solution de lavage Neogen

Pour préparer la Solution de lavage 1X, verser un volume de Solution de lavage Neogen (20X) dans 19 volumes
d’eau distillée ou désionisée. Chaque Puits ELISA Neogen nécessite environ 2,5 mL de Solution de lavage 1X.

Remarque : il peut se former des cristaux dans la Solution de lavage Neogen (20X) lorsqu’elle est conservée a 2 &
8 °C. Pour dissoudre les cristaux, porter la Solution de lavage Neogen (20X) &4 30 & 35 °C au bain-marie ou dans un
incubateur avant de préparer la Solution de lavage (1X).
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Pour préparer le Conjugué HRP Noix du Brésil 1X, verser un volume de Conjugué HRP Neogen Noix du Brésil (10X)
et le diluer dans 9 volumes de solution de Diluant 1X. Préparer juste avant utilisation. Chaque Puits ELISA Neogen

nécessite 100 pL de Conjugué HRP Noix du Brésil 1X.

Préparation de I'échantillon

Remarque : tous les échantillons doivent étre extraits a ’'aide du Tampon d’extraction 1X préchauffé a 50 a 60 °C.

1.1 Préparer I’échantillon pour I'extraction des protéines, dans une éprouvette propre ou un tube jetable, comme décrit

dans le Tableau 2.

Tableau 2. Préparation de |'échantillon

Matrice de I’échantillon Taille de Dilution (1/10)
I’échantillon
Aliments solides 0,5+0,02¢g Verser 4,5 = 0,09 mL de Tampon d’extraction 1X

préchauffé

Aliments liquides

0,5+0,01 mL

Verser 4,5 = 0,09 mL de Tampon d’extraction 1X
préchauffé

Eau de ringage final d'un processus de
nettoyage (PN)

0,5 0,01 mL

Verser 4,5 = 0,09 mL de Tampon d’extraction 1X
préchauffé

Solide

|
{1

Liquide

CIP

Ny oS, ’
U> . 4.5 mL1X

Extraction buffer
=
. b4
0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2 Incuber les échantillons dilués a 50 a 60 °C, dans un bain-marie ou un incubateur avec agitation, pendant 25 *
1 minutes. Il est également possible de laisser les échantillons dans un bain-marie ou un incubateur a 50 a 60 °C et
de les agiter manuellement pendant 1 minute toutes les 5 minutes.

1.3 Aprés incubation, centrifuger les échantillons & 5 000-7 000 tr/min (3 000 x g) pendant 20 & 30 secondes pour
éliminer les particules ou les laisser reposer pendant 5 minutes dans un support pour éprouvettes.

1.4 Prélever 100 uL de phase aqueuse au milieu du tube et les ajouter 4 900 pL de Solution de diluant (1X). Passer au
vortex ou agiter pour bien mélanger. (Cette solution correspond & une dilution & 1/100 de I’échantillon de départ.)
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50-60 °C
00.25:00 »

|

ou

100ul

3000 g / 00:0030

900yl ==

_— .
1X Diluent

Procédure du test ELISA
2.1

Prélever un Puits ELISA Neogen par échantillon et/ou étalon et placer les puits dans le support a micropuits.

Remettre les Puits ELISA Neogen non utilisés dans le sachet, le refermer hermétiquement et le conserver a nouveau

a2a8°C.
2.2
diluées dans la Solution de diluant (1X).

En utilisant I’Etalon concentré Neogen Protéine de Noix du Brésil, préparer une série de quatre solutions étalons,

Numéro de Concentration de I’étalon Volume d’étalon ajouté au Volume de solution de
I’étalon (ng/mL) Diluant 1X Diluant 1X
4 270 10 pL d’Etalon concentré 990 pL
Neogen Protéine de Noix du
Brésil
3 20 200 pL d’étalon n°4 400 pL
2 30 200 pL d’étalon n°3 400 pL
1 10 200 pL d’étalon n°2 400 pL
0 0 0 400 pL
2.3 Pipetter 100 pL de chaque solution étalon dans des Puits ELISA Neogen.
e  Etalon O (Solution de diluant 1X)
e  Etalon 1 (10 ng/mL) ppb
e  Etalon 2 (30 ng/mL) ppb
e  Etalon 3 (90 ng/mL) ppb
e Etalon 4 (270 ng/mL) ppb
2.4 Pipetter 100 pL de I’échantillon extrait préparé a I’étape 1.4 dans un Puits ELISA Neogen.
2.5 Incuber les Puits ELISA Neogen dans un agitateur orbital réglé sur 400 tr/min & température ambiante (20 & 25 °C)
pendant 30 * 2 minutes. Pendant cette étape, maintenir les puits couverts et a niveau pour prévenir I’évaporation.
2.6 Aprés incubation, aspirer le contenu des Puits ELISA Neogen.
2.7 Remplir complétement chaque Puits ELISA Neogen avec la Solution de lavage 1X et aspirer. Si le lavage est

effectué manuellement, retourner la plaque, verser/secouer le contenu des puits au-dessus d’un contenant pour
déchets et tapoter fermement les puits sur du papier absorbant pour enlever les résidus de solution de lavage.

Répéter cette étape trois fois pour un total de

quatre lavages.
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2.8 Pipetter 100 pL de Conjugué HRP Noix du Brésil 1X dans chaque Puits ELISA Neogen. Incuber dans un agitateur
orbital réglé sur 400 tr/min, a température ambiante, pendant 10 = 2 minutes. Maintenir la plaque couverte, dans
I'obscurité et a niveau pendant cette étape.

2.9 Répéter les étapes 2.6 et 2.7 pour effectuer au total quatre lavages avec la Solution de lavage (1X).
2.10 Pipetter 100 pL de Solution de substrat chromogéne Neogen dans chaque Puits ELISA Neogen.

2.11 Incuber dans un agitateur orbital réglé sur 400 tr/min, a température ambiante, pendant 10 minutes. Maintenir la
plaque couverte, dans I'obscurité et a niveau pendant cette étape.

2.12 Apres incubation, verser 100 puL de Solution d’arrét Neogen dans chaque Puits ELISA Neogen et déterminer
I’absorbance (a4 450 nm) dans un délai de 30 minutes.

100yl

00:10:00/température ambiante

100 L\
b \ L7
X
_—
Chromogenic
Substrate Solution -

00:10:00/température ambiante




(Frangais) ‘ﬁ ﬁ

Analyse des résultats

3.1

3.2

3.3

Soustraire la valeur de fond moyenne pour chaque échantillon (la mesure d’absorbance moyenne de ’échantillon
moins la mesure d’absorbance moyenne de ’étalon zéro).

A l’aide d’un logiciel informatique capable de générer un modéle d’ajustement logistique & quatre paramétres,
construire une courbe étalon en plagant la concentration en ng/mL (ppb) sur I'axe des abscisses et la mesure
d’absorbance sur I’'axe des ordonnées. Une fonction polynéme du second degré (quadratique) ou d’autres modéles
d’ajustement de courbes peuvent étre utilisés ; cependant, ils donneront un ajustement des données moins précis.

Calculer les concentrations des échantillons & I'aide de la courbe étalon ; 'unité des résultats est le ng/mL (ppb).
Puis, multiplier par le facteur de dilution de I’échantillon pour obtenir la concentration de I’échantillon de départ. Par
exemple, si la dilution totale de I’échantillon est de 1/100, et que la concentration de I’échantillon, donnée par la
courbe étalon, est de 200 ng/mL (ppb), la concentration finale de I'’échantillon est 200 ng/mL x 100 = 20 000 ng/mL
(ppb), soit 20 ug/mL (ppm).

Caractéristiques des performances minimales

a. LaLimite de détection (LOD) analytique est de 1,3 ng/mL (ppb)
La limite de détection est définie comme la plus faible concentration d’allergéne présente dans un échantillon testé
qui peut étre distinguée d’un échantillon blanc véritable, & un niveau de probabilité spécifié®. Elle est déterminée
en ajoutant trois déviations standards a la valeur moyenne de densité optique de 48 répliques zéro standards et en
calculant la concentration correspondante.
b. La limite de quantification (LOQ) est de 1 ppm
La limite de quantification est définie comme la plus faible concentration d’allergéne présente dans un échantillon
testé qui peut étre raisonnablement quantifiée, a un niveau de précision spécifié®.
Précision
Précision intra-test % CV moyen =<10 N=12
Précision inter-test % CV moyen = <10 N=12
Références
1. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices for

Nonclinical Laboratory Studies.
ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

Abbott, M., Hayward, S., Ross, W., Godefroy, S.B., Ulberth, F., Van Hengel, A. J., Roberts, J., Akiyama, H., Popping,
B., Yeung, J.M., Wehling, P., Taylor, S., Poms, R.E., and Delahaut, P. (2010). Appendix M: Validation Procedures for
Quantitative Food Allergen ELISA Methods: Community Guidance and Best Practices. J. AOAC Int. 93, 442-450.
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X NEOGEN

Gebrauchsanweisungen

Paranuss Protein ELISA Kit

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) zur quantitativen Analyse von Paranuss Proteinen.

Produktbeschreibung und Verwendungszweck
Das Neogen® Paranuss Protein ELISA Kit ist fiir das Screening auf Vorhandensein von Paranuss Proteinen in
Clean-in-Place-Spulwasser (CIP), Umfeldabstrichen, Lebensmittelzutaten und verarbeiteten Lebensmitteln bestimmt.

Das Neogen Paranuss Protein ELISA Kit verwendet die Technik Sandwich-ELISA. Die in der Probe vorhandenen Paranuss
Proteine reagieren mit dem Paranuss-Antikorper, der adsorptiv an die Oberflaiche von Polystyrol-Mikrotiterplatten
gebunden wurde. Nach dem Entfernen ungebundener Proteine durch Auswaschen werden die Paranuss-Antikérper, die
mit Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert sind, zugegeben. Diese enzymmarkierten Antikdrper bilden Komplexe mit
dem zuvor gebundenen Paranuss Protein. Nach einem zweiten Waschschritt wird das an das Immunsorbens gebundene
Enzym durch Zugabe eines chromogenen Substrats — 3,3/, 5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) — nachgewiesen. Die
Farbentwicklung dieser enzymatischen Reaktion hangt direkt von der Paranuss Proteinkonzentration in der getesteten
Probe ab; somit ist die Extinktion bei 450 nm ein Mal fiir die Paranuss Proteinkonzentration in der Testprobe. Die
Paranuss Proteinkonzentration in der Testprobe kann von der Standardkurve extrapoliert, aus Standardreihen mit
bekannter Konzentration konstruiert und angepasst werden, um die Probenverdiinnung zu beriicksichtigen.

Das Neogen Paranuss Protein ELISA Kit ist fiir den Gebrauch in einer Laborumgebung durch in der Labortechnik
ausgebildete Fachleute bestimmt. Neogen verfiigt Gber keine Daten zur Anwendung dieses Produkts in anderen
Industrien als der Lebensmittel- und Getrankeindustrie. Zum Beispiel verfligt Neogen tber keine Daten zur Verwendung
dieses Produkts mit Pharmazeutika-, Kosmetika- oder klinischen und tiermedizinischen Proben. Das Neogen Paranuss
Protein ELISA Kit wurde nicht mit allen mdglichen Lebensmittelprodukten, Lebensmittelprozessen und Testprotokollen
gepruft.

Das Neogen Paranuss Protein ELISA Kit enthalt 96 Mikrotiterplatten, die in Tabelle 1 beschrieben sind.
Tabelle 1. Inhalt des Sets

Artikel Kennzeichnung Vorbereitung Lagerung Stabilitat
(Weitere
Informationen finden
Sie im Abschnitt
»Reagenzvorberei-
tung®)
Neogen® Paranuss Ein Folienbeutel mit einer Gebrauchsfertig. 2-8°Cim Folienbeutel mit
Protein ELISA- Platte mit 96 entnehmbaren, verschlossenen | unbenutzten
Mikrotiterplatten antikdérperbeschichteten Folienbeutel mit | Mikrotiterplatten
Mikrotiterplatten. Trockenmittel. und Trockenmittel
wieder verschlieBen.
Lagerung bei
2-8°C, um die
Haltbarkeit bis zum
Verfalldatum des
Sets zu erhalten.
Neogen® Paranuss Eine Durchstechflasche Verdiinnen Sie 1/10 | 2-8°Cim Das 10x Konjugat
HRP-Konjugat (10x) mit 1,5 ml 10x unmittelbar vor dem | Dunkeln. ist bis zum
Meerrettichperoxidase (HRP) | Gebrauch, um eine Verfalldatum des
I Konjugierter Antikérper (10x). | 1x Arbeitslésung Sets stabil.
herzustellen.
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Arbeitslésung sollte
vor Gebrauch auf
50-60 °C erwarmt
werden.

Neogen Extrak-
tionslésungs-
konzentrat.

Neogen® Eine Ampulle mit Siehe Abschnitt 2-8 °C. Nicht Das Neogen
Paranuss Protein bekannter Paranuss ,ELISA-Verfahren“ einfrieren. Paranuss Protein
Standardkonzentrat Proteinkonzentration. fir Informationen zur Standardkonzentrat
Standardvorberei- ist bis zum
_ tung. Verfalldatum des
Sets stabil.
Neogen® Verdiinner Eine Flasche mit 50 ml 5x Verdiinnen Sie 1/5 2-8°C Die 5x Neogen
(5x) Verdiinner. unmittelbar vor dem Verdiinnungslésung
Gebrauch, um eine ist bis zum
_ 1x Arbeitslosung Verfalldatum des
herzustellen. Sets stabil.
Neogen® Eine Flasche mit 50 ml 20x Verdiinnen Sie 2-8 °C fur die Die 20x Neogen
Waschlésung (20x) Waschlésung. 1/20, um eine 1x Waschlésung ist bis
1x Arbeitslésung Arbeitslésung zum Verfalldatum
herzustellen. und das 20x des Sets stabil. Die
Waschlésungs- | 1x Waschlésung
konzentrat. ist nach der
Herstellung
_ mindestens eine
Woche lang stabil.
Neogen® Eine Flasche mit 120 ml 4x Verdiinnen Sie 2-8 °C furdie Die 1x
Extraktionslésung E26 | Extraktionslosung. 1/4, um eine 1x 1x Extraktionsl6sung
(4x) Arbeitslésung Arbeitslésung und die 4x Neogen
herzustellen. Die und das 4x Extraktionsldsung

sind bis zum
Verfalldatum des
Sets stabil.

Neogen® chromogene
Substratlésung

Eine Flasche mit 12 ml
3,3°,5,5-Tetramethylbenzidin
(TMB).

Gebrauchsfertig.

2-8°Cim
Dunkeln.

Vor Licht schiitzen.
Die Neogen
chromogene
Substratlésung

ist bis zum
Verfalldatum des
Sets stabil.

Neogen® Stopplésung

Eine Flasche mit 12 ml 0,3 M
Schwefelsaure.

Gebrauchsfertig.

2-8°C

Die Neogen
Stoppldsung ist bis
zum Verfalldatum
des Sets stabil.

Material nicht im Lieferumfang des Sets enthalten:

Testrohrchen

Timer

Vortexmischer
Schittelwasserbad oder Schiittelinkubator
Orbitalschuttler

Mikrotiterplatten-Washer/Aspirator
Destilliertes oder entionisiertes Wasser
Mikrotiterplattenleser

Laborutensilien zur Herstellung von Reagenzien und Pufferlésungen

Prazisionspipetten und Pipettenspitzen zum Aufnehmen von 10 bis 100 pl
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Sicherheit

Der Anwender sollte alle Sicherheitshinweise in den Anweisungen zum Neogen Paranuss Protein ELISA Kit lesen,
verstehen und befolgen. Bewahren Sie diese Sicherheitshinweise auf, um spéater auf sie zurilickgreifen zu kénnen.

/A WARNUNG: Bezeichnet eine Gefahrensituation, die — wenn sie nicht vermieden wird — zum Tode oder zu schweren
Verletzungen und/oder Sachschaden fiihren kann.

HINWEIS: Bezeichnet eine potenzielle Gefahrensituation, die — wenn sie nicht vermieden wird — zu Sachschaden
fuhren kann.

A WARNUNG

Zur Verringerung der mit der Exposition gegeniiber Chemikalien verbundenen Risiken:

e  Gemal den geltenden lokalen/regionalen/brancheniiblichen Standards und Vorschriften entsorgen.

° Der Benutzer muss sein Personal in den aktuellen geeigneten Testtechniken schulen; zum Beispiel gute
Laborpraktiken' oder ISO 170252,

° Befolgen Sie immer die StandardsicherheitsmaBnahmen im Labor, einschlieBlich das Tragen angemessener
Schutzkleidung und eines Augenschutzes beim Umgang mit Reagenzien.

e  Vermeiden Sie Hautkontakt mit der Neogen Stopplésung, siehe Sicherheitsdatenblatt fiir zusatzliche
Sicherheitsinformationen.

Um die Risiken eines falsch negativen Ergebnisses, die zur Freigabe eines kontaminierten Produkts fiihren wiirden,
zu vermeiden:
° Lagern Sie das Neogen Paranuss Protein ELISA Kit wie auf der Packung und in den Gebrauchsanweisungen angegeben.
e  Verwenden Sie das Neogen Paranuss Protein ELISA Kit fiir Lebensmittel- und Umweltproben, die intern oder durch
Dritte validiert wurden.
Befolgen Sie das Protokoll und fiihren Sie die Tests genau wie in der Gebrauchsanweisung angegeben durch.
Neogen verfiigt tiber keine Daten zur Anwendung des Neogen Paranuss Protein ELISA Kits in anderen Industrien
als der Lebensmittel- und Getrankeindustrie. Zum Beispiel verfiigt Neogen tber keine Daten zur Verwendung
dieses Produkts mit Pharmazeutika-, Kosmetika- oder klinischen und tiermedizinischen Proben.

Um die Risiken falscher Ergebnisse, die zur Freisetzung eines kontaminierten Produkts fiihren wiirden, zu vermeiden:

e  Verwenden Sie das Neogen Paranuss Protein ELISA Kit immer vor Ablauf des Verfalldatums.

° Bereiten Sie Arbeitslosungen mit den konzentrierten Reagenzien des Neogen Paranuss Protein ELISA Kits immer
bei 20-25 °C zu.
Frieren Sie das Neogen Paranuss Protein Standardkonzentrat nicht ein.
Verwenden Sie die chromogene Substratlésung nicht, wenn sie blau gefarbt ist. Befolgen Sie die guten
Laborpraktiken', um eine Kreuzkontamination der Neogen chromogenen Substratlésung zu vermeiden.
Neogen® Allergen Protein Testkits sind nicht fiir den Nachweis von hydrolysierten Proteinen bestimmt.
Die Neogen Allergen-Protein-Testkits wurden entwickelt, um Proteine aus verarbeiteten
Lebensmitteln nachzuweisen, nachdem diese im Neogen Extraktionspuffer aufgelést wurden. Einige
Lebensmittelverarbeitungsmethoden kénnen den Nachweis dieser Zielproteine einschranken.

° Einige Lebensmittelverarbeitungsprozesse konnen den Nachweis von Lebensmittelproteinen mit den Neogen
Allergen-Protein-Testkits beeintrachtigen. Die Anwender sollten liberpriifen, ob die Methode fiir den Zweck
geeignet ist, die Anforderungen zu erfiillen.

HINWEIS

Zur Verringerung der Risiken, die mit inkorrekten Ergebnissen verbunden sind:

° Die Stabilitat der Probe nach Extraktionen wurde nicht bewertet. Das ELISA-Verfahren sollte direkt nach der
Probenextraktion durchgefiihrt werden.

° Behandeln Sie die Neogen Paranuss Protein Standardreihen gemaR den guten Laborpraktiken’, um eine
Kreuzkontamination der Proben zu vermeiden.

Weitere Informationen sind dem Sicherheitsdatenblatt zu entnehmen.

Wenn Sie Informationen lber ein bestimmtes Produkt wiinschen, besuchen Sie unsere Website auf
www.neogen.com oder wenden Sie sich an den lokalen Neogen-Verkaufsvertreter oder Handler.

Anwenderverantwortung

Anwender missen sich auf eigene Verantwortung mit den Gebrauchsanweisungen und Informationen des Produkts
vertraut machen. Fiir weitere Informationen, besuchen Sie unsere Website unter www.neogen.com oder wenden Sie
sich an lhren lokalen Neogen Verkaufsvertreter oder Handler.

3
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Wie bei allen Testmethoden zur Analyse von Lebensmitteln kann die Testmatrix die Ergebnisse beeinflussen.

Bei der Auswahl einer Testmethode ist zu beachten, dass externe Faktoren wie Probennahme, Testprotokolle,
Probenaufbereitung, Handhabung und Labortechnik die Ergebnisse beeinflussen kdnnen. Die Lebensmittelprobe selbst
kann die Ergebnisse beeinflussen.

Bei der Auswahl der Testmethode oder des Testprodukts obliegt es dem Anwender, eine ausreichende Anzahl an Proben
auszuwerten, um zu bestatigen, dass die ausgewahlte Testmethode die Kriterien des Anwenders erfiillt.

Ebenso liegt es in der Verantwortung des Anwenders, zu bestétigen, dass die Testmethoden und -ergebnisse den
Anforderungen seiner Kunden und Lieferanten entsprechen.

Wie bei allen Testmethoden stellen die mit Neogen Lebensmittelsicherheitsprodukten erhaltenen Ergebnisse keine
Garantie fur die Qualitat der untersuchten Matrizen oder Prozesse dar.

Haftungsbeschriankungen/Beschriankte Rechtsmittel

AUSSER ES WIRD AUSDRUCKLICH ANDERS IM ABSCHNITT DER HAFTUNGSBESCHRANKUNGEN DER
VERPACKUNG DES JEWEILIGEN PRODUKTS ANGEGEBEN, LEHNT NEOGEN ALLE AUSDRUCKLICHEN

UND STILLSCHWEIGENDEN GARANTIEN, EINSCHLIESSLICH, JEDOCH NICHT BESCHRANKT AUF, DIE
GEWAHRLEISTUNG DER MARKTGANGIGKEIT ODER DER EIGNUNG FUR EINEN BESTIMMTEN ZWECK AB. Sollte
sich ein Produkt von Neogen Food Safety als defekt herausstellen, wird es von Neogen oder einem autorisierten
Vertragshandler nach eigenem Ermessen ersetzt oder der Kaufpreis zuriickerstattet. Gewahrleistungsanspriiche
bestehen nicht. Bei weiteren Fragen wenden Sie sich bitte an lhren Neogen-Vertreter oder autorisierten Neogen-
Handler.

Neogen Haftungsbeschrankungen

NEOGEN HAFTET NICHT FUR VERLUSTE ODER SCHADEN, GANZ GLEICH OB MITTELBARE, UNMITTELBARE,
SPEZIELLE, NEBEN- ODER FOLGESCHADEN EINSCHLIESSLICH ABER NICHT BESCHRANKT AUF ENTGANGENEN
GEWINN. In keinem Fall Gbersteigt die Haftung der Neogen den Kaufpreis des angeblich defekten Produkts.

Lagerung und Entsorgung
Bewahren Sie die Komponenten des Neogen Paranuss Protein ELISA Kits bei 2—-8 °C auf. Nicht einfrieren. Bewahren Sie
verdiinnte Arbeitsldsungen wie in Tabelle 1 beschrieben auf.

Die Komponenten des Neogen Paranuss Protein ELISA Kits diirfen nicht nach Ablauf des Verfalldatums verwendet
werden. Das Verfalldatum und die Chargennummer sind auf dem duBeren Etikett der Packung angegeben.

GemalR den geltenden lokalen/regionalen/brancheniiblichen Standards und Vorschriften entsorgen.

Bedienungsanleitung
Befolgen Sie alle Anweisungen genau. Andernfalls werden méglicherweise ungenaue Ergebnisse erzielt.

Reagenzvorbereitung
Bringen Sie alle Reagenzien vor Gebrauch auf Umgebungstemperatur (20-25 °C). Verwenden Sie zum Verdiinnen und
Lagern von Arbeitslésungen saubere Laborutensilien.

a. Neogen Extraktionslésung

Um 1x Extraktionslésung herzustellen, fligen Sie einen Teil Neogen Extraktionslésung (4x) hinzu und verdiinnen Sie
ihn mit drei Teilen entionisiertem oder destilliertem Wasser. Erwarmen Sie die Extraktionslésung (1x) vor Gebrauch
im Wasserbad oder Schiittelinkubator auf 50-60 °C. Fiir jede Probe werden 4,5 ml 1x Extraktionslésung benétigt.

b. Neogen Verdiinnungslésung

Um 1x Verdiinnungslésung herzustellen, fiigen Sie einen Teil Neogen Verdiinner (5x) hinzu und verdiinnen Sie
ihn mit vier Teilen entionisiertem oder destilliertem Wasser. Fiir jede Probe werden 4,5 ml 1x Verdiinnungslésung
bendtigt.

c. Neogen Waschlésung

Um 1x Waschlésung herzustellen, fligen Sie einen Teil Neogen Waschlésung (20x) hinzu und verdiinnen Sie sie mit
19 Teilen entionisiertem oder destilliertem Wasser. Fiir jede Neogen ELISA-Mikrotiterplatte werden etwa 2,5 ml 1x
Waschlésung benétigt.
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Hinweis: Wenn die Neogen Waschlésung (20x) bei 2—-8 °C gelagert wird, kann es zur Bildung von Kristallen
kommen. Um Kristalle aufzulésen, erwérmen Sie die Neogen Waschlésung (20x) vor der Herstellung der
Waschldsung (1x) in einem Wasserbad oder einem Inkubator auf 30 bis 35 °C.

Neogen Paranuss HRP-Konjugat

Um 1x Paranuss HRP-Konjugat herzustellen, fiigen Sie einen Teil Neogen Paranuss HRP-Konjugat (10x) hinzu und
verdiinnen Sie es mit 9 Teilen 1x Verdlinnungslésung. Erst kurz vor Gebrauch zubereiten. Fiir jede Neogen ELISA-
Mikrotiterplatte werden 100 pl 1x Paranuss HRP-Konjugat benétigt.

Vorbereiten der Probe
Hinweis: Alle Proben sollten mit 1x Extraktionslésung, die auf 50-60 °C vorgewarmt wurde, extrahiert werden.

1.1

Bereiten Sie die Probe fiir die Proteinextraktion in einem sauberen Testréhrchen oder einem Einwegréhrchen wie in
Tabelle 2 beschrieben vor.

Tabelle 2. Vorbereiten der Probe

Probenmatrix ProbengroRe Verdiinnung (1/10)

Feste Lebensmittel 0,5+0,02¢g Fugen Sie 4,5 = 0,09 ml vorgewarmte 1x

Extraktionslésung hinzu

Flissige Lebensmittel 0,5 0,01 ml Figen Sie 4,5 = 0,09 ml vorgewarmte 1x

Extraktionslésung hinzu

Clean-in-Place-Spiilwasser (CIP) 0,5+ 0,01 ml Fiigen Sie 4,5 = 0,09 ml vorgewarmte 1x

Extraktionslésung hinzu

Fest

] s ’
U> . 4.5 mL1X

Flissig

=
. S
0.5mL 4.5 mL1X

|
{1

Extraction buffer

Extraction buffer

CIP

0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2

1.3

1.4

Inkubieren Sie die verdiinnten Proben fiir 25 = 1 Minute bei 50-60 °C im Schiittelwasserbad oder
Schittelinkubator. Eine weitere Option wére es, die Proben in einem Wasserbad oder Inkubator bei 50-60 °C zu
lassen und alle 5 Minuten manuell 1 Minute lang zu schiitteln.

Nach der Inkubation werden die Proben fiir 20 bis 30 Sekunden bei 5000—-7000 U/min (3000 x g) zentrifugiert, um
Partikel zu pelletieren, oder sie ruhen 5 Minuten lang in einem Reagenzglasgestell, damit sich die Partikel absetzen
kénnen.

Entnehmen Sie 100 pl aus der mittleren (wéassrigen) Schicht und geben Sie sie zu 900 pl Verdiinnungslésung
(1x) hinzu. Verwirbeln oder schiitteln Sie die Probe, um sie gut zu durchmischen. (Dies entspricht einer 1/100
Verdiinnung der urspriinglichen Probe.)
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50-60 °C
00.25:00 »

oder

|

oder

3000 g/00:0030

100pl =

900yl ==

_— .
1X Diluent

ELISA-Verfahren
2.1

Entnehmen Sie eine Neogen ELISA-Mikrotiterplatte pro Probe und/oder Standardreihe und stellen Sie die Tests

in den Mikrotiterplattenhalter. Geben Sie die unbenutzten Neogen ELISA-Mikrotiterplatten in den Folienbeutel
zurilick, versiegeln Sie ihn erneut und lagern Sie ihn bei 2-8 °C.

2.2 Stellen Sie unter Nutzung des Neogen Paranuss Protein Standardkonzentrats eine vierteilige Standardreihe her, die
in Verdiinnungslésung (1x) verdiinnt ist.
Standardreihennummer | Standardkonzentration Volumen des zum 1x Volumen der 1x
(ng/ml) Verdiinner hinzugefiigten Verdiinnungslésung
Standards
4 270 10 pl Neogen Paranuss Protein 990 ul
Standardkonzentrat

3 20 200 pl von 400 pl
Standardreihennummer 4

2 30 200 pl von 400 pl
Standardreihennummer 3

1 10 200 pl von 400 pl
Standardreihennummer 2

0 0 0 400 pl

2.3 Ubertragen Sie mit einer Pipette 100 pl aus jeder Standardreihe in die Neogen ELISA-Mikrotiterplatten.

Standardreihe O (1x Verdiinnungslésung)
Standardreihe 1 (10 ng/ml) ppb
Standardreihe 2 (30 ng/ml) ppb
Standardreihe 3 (90 ng/ml) ppb
Standardreihe 4 (270 ng/ml) ppb

2.4
Mikrotiterplatte.

2.5

Ubertragen Sie mit einer Pipette 100 pl der in 1.4 hergestellten extrahierten Probe in eine Neogen ELISA-

Inkubieren Sie Neogen ELISA-Mikrotiterplatten bei Raumtemperatur (20-25 °C) und 400 U/min fiir 30 = 2 Minuten

in einem Orbitalschittler. Halten Sie die Mikrotiterplatten wahrend dieses Schritts bedeckt und waagerecht, um

eine Verdunstung zu verhindern.
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2.6 Aspirieren Sie nach der Inkubation den Inhalt der Neogen ELISA-Mikrotiterplatten.

2.7 Befiillen Sie jede Neogen ELISA-Mikrotiterplatte vollstandig mit 1x Waschlésung und aspirieren Sie sie. Wenn

2.8

2.9

das Waschen manuell durchgefiihrt wird, drehen Sie die Platte um, schiitten Sie den Inhalt in einen Abfallbehalter
und klopfen Sie die Mikrotiterplatte kraftig auf absorbierendes Papier, um Waschlésungsreste zu entfernen.
Wiederholen Sie diesen Schritt dreimal fir insgesamt vier Waschen.

Ubertragen Sie mit einer Pipette 100 pl 1x Paranuss HRP-Konjugat in jede Neogen ELISA-Mikrotiterplatte.
Inkubieren Sie sie bei Raumtemperatur und 400 U/min fiir 10 = 2 Minuten in einem Orbitalschittler. Halten Sie die
Mikrotiterplatte wahrend dieses Schritts bedeckt und waagerecht.

Wiederholen Sie die Schritte 2.6 und 2.7, um insgesamt vier Waschungen mit Waschlésung (1x) durchzufiihren.

2.10 Ubertragen Sie mit einer Pipette 100 ul Neogen chromogene Substratlésung (TMB) in jede Neogen ELISA-

Mikrotiterplatte.

2.11 Inkubieren Sie sie bei Raumtemperatur und 400 U/min fiir 10 Minuten in einem Orbitalschittler. Halten Sie die

Mikrotiterplatte wahrend dieses Schritts bedeckt und waagerecht.

2.12 Geben Sie nach der Inkubation 100 pl Neogen Stoppldsung in jede Neogen ELISA-Mikrotiterplatte und bestimmen

Sie innerhalb von 30 Minuten (bei 450 nm) die Extinktion.

T N

r:’ | /‘ ‘
900ul == (
‘—u X Diluent . ‘
\
> |

00:10:00/Raumtemperatur
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100pL\ \
R 100uL
- B\

Chromogenic
Substrate Solution

Neogen
Stop Solution

00:10:00/Raumtemperatur

Ergebnisanalyse

3.1

3.2

3.3

Subtrahieren Sie fiir jede Probe den durchschnittlichen Hintergrundwert (durchschnittlicher Absorptionswert der
Probe minus durchschnittlicher Absorptionswert von Standardnull).

Mittels einer Computersoftware, die eine logistische Kurvenanpassung mit vier Parametern erzeugen kann, wird
die Konzentration in ng/ml (ppb) auf der x-Achse und der Absorptionswert fiir jede entsprechende Standardreihe
auf der y-Achse eingetragen und so eine Standardkurve erstellt. Es konnen auch ein Polynom zweiten Grades
(quadratisch) oder andere Kurvenanpassungen verwendet werden — diese kénnen jedoch nur eine weniger genaue
Anpassung der Daten gewahrleisten.

Berechnen Sie die Probenkonzentration auBerhalb der Standardkurve. Die Einheit des Ergebnisses ist in ng/ml (ppb).
Multiplizieren Sie dieses anschlieBend mit dem Probenverdiinnungsfaktor, um die Konzentration der urspriinglichen
Probe zu erhalten. Wenn zum Beispiel die Gesamtverdiinnung der Probe 1/100 und die Probenkonzentration der
Standardkurve 200 ng/ml (ppb) betragt, ist die Endkonzentration der Probe 200 ng/ml x 100 = 20.000 ng/ml (ppb),
was 20 ug/ml (ppm) ist.

Mindestanforderungen

a.

Die analytische Nachweisgrenze liegt bei 1,3 ng/ml (ppb)

Die Nachweisgrenze ist definiert als die niedrigste Konzentration des Allergens in einer Testprobe, die bei

einer bestimmten Wahrscheinlichkeit von einer echten Blindprobe unterschieden werden kann3. Sie wird durch
Addieren von drei Standardabweichungen zum mittleren optischen Dichtewert von achtundvierzig Standard-Null-
Wiederholungen und Berechnen der entsprechenden Konzentration bestimmt.

b. Die Bestimmungsgrenze liegt bei 1 ppm
Die Bestimmungsgrenze ist definiert als die niedrigste Konzentration des Allergens in einer Testprobe, die bei
einem festgelegten Genauigkeitsgrad quantifiziert werden kann3.
Prazision
Intra-Assay-Prazision Durchschnitt %CV = <10 N=12
Intra-Assay-Préazision Durchschnitt XCV = <10 N=12
Referenzen
1. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices for

Nonclinical Laboratory Studies.
ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

Abbott, M., Hayward, S., Ross, W., Godefroy, S.B., Ulberth, F., Van Hengel, A. J., Roberts, J., Akiyama, H., Popping,
B., Yeung, J.M., Wehling, P., Taylor, S., Poms, R.E., and Delahaut, P. (2010). Appendix M: Validation Procedures for
Quantitative Food Allergen ELISA Methods: Community Guidance and Best Practices. J. AOAC Int. 93, 442-450.
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Istruzioni sul prodotto

Kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce brasiliana

Analisi di immunoassorbimento enzimatico (ELISA) per I'analisi quantitativa delle proteine di noce brasiliana.

Descrizione del prodotto e uso previsto

Il kit ELISA Neogen® per la rilevazione delle proteine di noce brasiliana & indicato per la rilevazione delle proteine di
noce brasiliana nell'acqua di risciacquo finale nei processi Clean in Place (CIP), nei campioni di tamponi ambientali, negli
ingredienti alimentari e nei prodotti alimentari trattati.

Il kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce brasiliana Neogen utilizza un ELISA a sandwich. Le proteine di

noce brasiliana presenti nel campione reagiscono con l'anticorpo anti-noce brasiliana, il quale & stato assorbito dalla
superficie dei pozzetti di microtitolazione in polistirene. In seguito alla rimozione di proteine non legate tramite il
lavaggio, vengono aggiunti anticorpi anti-noce brasiliana coniugati a perossidasi del rafano (HRP). Questi anticorpi
enzimatici formano complessi con la proteina di noce brasiliana precedentemente legata. In seguito a una seconda fase
di lavaggio, I'enzima legato all'immuno-assorbente viene rilevato tramite I'aggiunta di un substrato cromogenico, la
3,3',5,5'-tetrametilbenzidina (TMB). Lo sviluppo di colori derivante da questa reazione enzimatica varia a seconda della
concentrazione di proteina di noce brasiliana nel campione testato; pertanto, I'assorbanza, a 450 nm, & una misura della
concentrazione di proteina di noce brasiliana nel campione di test. La quantita di proteina di noce brasiliana presente
nel campione di test puo essere estrapolata dalla curva standard, costruita dagli standard della concentrazione nota e
regolata al fine di considerare la diluizione del campione.

Il kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce brasiliana Neogen deve essere utilizzato in laboratorio da
professionisti che conoscono le tecniche di laboratorio. Neogen non ha documentato |'utilizzo del presente prodotto in
settori diversi da quello alimentare e delle bevande. Ad esempio, Neogen non ha documentato il presente prodotto per
I'analisi su campioni di tipo farmaceutico, cosmetico, clinico o veterinario. Il kit ELISA per la rilevazione delle proteine
di noce brasiliana Neogen non é stato valutato con tutti i prodotti alimentari, i processi alimentari e i protocolli di test
possibili.

Il kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce brasiliana Neogen contiene 96 pozzetti, descritti nella Tabella 1.

Tabella 1. Componenti del kit

Articolo Identificazione Preparazione Conservazione | Stabilita
(consultare la sezione
Preparazione dei
reagenti per maggiori
dettagli)
Pozzetti ELISA Una sacca di alluminio con | Pronto all'uso. 2-8 °C nella Sacca di alluminio
Neogen® per la una piastra di 96 pozzetti sacca di risigillabile
rilevazione delle rimovibili rivestiti di alluminio contenente
proteine di noce anticorpi. sigillata con essiccante e
brasiliana essiccante. pozzetti inutilizzati.
Conservare a 2-8 °C
per mantenere una
stabilita adeguata fino
alla data di scadenza
del kit.
Coniugato HRP Una fiala contenente 1,5 Diluire 1/10 appena 2-8 °C alriparo | Il coniugato 10X &
di noce brasiliana ml di anticorpo coniugato a | prima dell'uso dalla luce. stabile fino alla data
Neogen® (10X) perossidasi del rafano (HRP) | per ottenere una di scadenza del kit.
I 10X (10X). soluzione di lavoro 1X.
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(halianc) i =

Concentrato standard | Una fiala contenente una Fare riferimento 2-8 °C. Non Il concentrato
di proteine di noce concentrazione di proteina | alla sezione congelare. standard di proteine
brasiliana Neogen® di noce brasiliana nota. Procedura ELISA di noce brasiliana
per la preparazione Neogen ¢ stabile fino
_ standard. alla data di scadenza
del kit.
Diluente Neogen® Un flacone contenente 50 Diluire 1/5 appena 2-8°C La soluzione diluente
(5X) ml di diluente 5X. prima dell'uso Neogen 5X & stabile
per ottenere una fino alla data di
_ soluzione di lavoro 1X. scadenza del kit.
Soluzione di lavaggio | Un flacone contenente 50 Diluire 1/20 per 2-8 °C sia per La soluzione di
Neogen® (20X) ml di soluzione di lavaggio | ottenere una la soluzione lavaggio Neogen
20X. soluzione di lavoro 1X. | di lavoro 20X & stabile fino alla
1X sia per il data di scadenza del
concentrato kit. La soluzione di
di soluzione di | lavaggio 1X & stabile
lavaggio 20X. per almeno una
_ settimana in seguito
alla preparazione.
Tampone di Un flacone contenente 120 | Diluire 1/4 per 2-8 °C sia per Il tampone di
estrazione Neogen® ml di tampone di estrazione | ottenere una la soluzione estrazione 1X e il
E26 (4X) axX. soluzione di lavoro di lavoro tampone di estrazione
1X. La soluzione di 1X sia per il Neogen 4X sono
lavoro dovra essere concentrato stabili fino alla data di
riscaldata a 50-60 °C | di tampone scadenza del kit.
prima dell'uso. di estrazione
Neogen 4X.

Soluzione di substrato

Un flacone

Pronto all'uso.

2-8 °C al riparo

Proteggere dalla

Neogen®

ml di acido solforico 0,3 M.

cromogenico contenente 12 ml di dalla luce. luce. La soluzione
Neogen® 3,3,5,5'-tetrametilbenzidina di substrato
(TMB). cromogenico Neogen
_ ¢ stabile fino alla data
di scadenza del kit.
Soluzione di arresto Un flacone contenente 12 Pronto all'uso. 2-8°C La soluzione di

arresto Neogen &
stabile fino alla data
di scadenza del kit.

Materiali non forniti nel kit:

Timer
Vortex

Sicurezza

Sistema a bagnomaria a scuotimento o incubatore a scuotimento
Agitatore orbitale

Pipette di precisione e puntali per pipetta per raccogliere da 10 a 100 pl
Provette di test
Lavatrice/aspiratore della piastra di microtitolazione
Acqua distillata o deionizzata
Sistema di lettura per piastre di microtitolazione
Attrezzature da laboratorio assortite per la preparazione di reagenti e soluzioni tampone

L'utente & tenuto a leggere, comprendere e seguire tutte le informazioni per la sicurezza contenute nelle istruzioni
relative al kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce brasiliana Neogen. Conservare le istruzioni di sicurezza per
poterle consultare in futuro.
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A\ AVVERTENZA: indica una situazione pericolosa che, se non evitata, potrebbe provocare la morte o lesioni gravi e/o
danni materiali.

AVVISO: indica una situazione potenzialmente pericolosa che, se non evitata, potrebbe provocare danni materiali.

A AVVERTENZA

Come ridurre i rischi associati all'esposizione a sostanze chimiche:

e  Smaltire nel rispetto delle normative e degli standard locali/regionali/nazionali/settoriali attualmente in vigore.

° L'utente & tenuto a formare il proprio personale alle tecniche di test appropriate attuali, ad esempio le corrette
procedure di laboratorio’ o la norma ISO/IEC 170252,

° Durante la manipolazione di reagenti, seguire sempre le pratiche standard di sicurezza di laboratorio, compreso
I'utilizzo di abbigliamento protettivo e protezioni appropriate per gli occhi.

° Evitare il contatto cutaneo con la soluzione di arresto Neogen; consultare la scheda di sicurezza per ulteriori
informazioni sulla sicurezza.

Per ridurre i rischi associati a risultati falsi negativi che portano all'emissione di un prodotto contaminato:

° Conservare il kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce brasiliana Neogen come indicato sulla confezione e
nelle istruzioni sul prodotto.

° Utilizzare il kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce brasiliana Neogen per i campioni alimentari e
ambientali che sono stati validati internamente o da terzi.
Attenersi al protocollo ed eseguire i test esattamente come descritto nelle istruzioni sul prodotto.
Neogen non ha documentato I'utilizzo del kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce brasiliana Neogen in
settori diversi da quello alimentare e delle bevande. Ad esempio, Neogen non ha documentato il presente prodotto
per I'analisi su campioni di tipo farmaceutico, cosmetico, clinico o veterinario.

Per ridurre i rischi associati a risultati inaccurati che portano all'emissione di un prodotto contaminato:

° Utilizzare sempre il kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce brasiliana Neogen entro la data di scadenza.

° Preparare sempre le soluzioni di lavoro utilizzando i reagenti concentrati del kit ELISA per la rilevazione delle
proteine di noce brasiliana Neogen a una temperatura di 20-25 °C.
Non congelare il concentrato standard di proteine di noce brasiliana Neogen.
Se la soluzione di substrato cromogenico diventa di colore blu, non utilizzarla. Attenersi alle corrette procedure di
laboratorio’ per evitare la contaminazione crociata della soluzione di substrato cromogenico Neogen.
| kit per test delle proteine allergeniche Neogen® non sono intesi per il rilevamento di proteine idrolizzate.
| kit Neogen per il test delle proteine allergeniche sono progettati per rilevare le proteine negli alimenti trasformati
una volta che sono stati solubilizzati con il buffer di estrazione Neogen. Alcuni metodi per gli alimenti trasformati
potrebbero avere un limite di identificazione di queste proteine bersaglio.

e  Alcune lavorazioni alimentari possono influenzare la rilevazione delle proteine alimentari con i kit per il test delle
proteine allergeniche Neogen. Lutilizzatore dovrebbe verificare che il metodo utilizzato sia idoneo ai requisiti
richiesti.

AVVISO

Per ridurre i rischi associati a risultati non precisi:

e La stabilita dei campioni in seguito alle estrazioni non é stata valutata. La procedura ELISA dovra essere condotta
subito dopo I'estrazione del campione.

e  Gestire gli standard di proteine di noce brasiliana Neogen nel rispetto delle corrette procedure di laboratorio’ al
fine di evitare la contaminazione crociata dei campioni.

Per ulteriori informazioni, consultare la scheda di sicurezza.
Per informazioni sulla documentazione delle prestazioni del prodotto, visitare il nostro sito Web all'indirizzo
www.neogen.com o contattare il distributore o il rappresentante Neogen di zona.

Responsabilita dell'utente
Gli utenti sono tenuti a leggere e apprendere le istruzioni e le informazioni sul prodotto. Visitare il sito Web
www.neogen.com o contattare il distributore o il rappresentante Neogen di zona per ulteriori informazioni.
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Analogamente a tutti i metodi di test utilizzati per le analisi alimentari, la matrice del test puo influenzare i risultati.
Nella scelta di un metodo di test, &€ importante tener conto del fatto che fattori esterni quali i metodi di campionamento,
i protocolli di test, la preparazione del campione, la manipolazione e le tecniche di laboratorio possono influenzare i
risultati. Lo stesso campione alimentare influenza i risultati.

E responsabilita dell'utente scegliere I'eventuale metodo o prodotto di test al fine di valutare un numero sufficiente di
campioni e per confermare che il metodo scelto soddisfa i criteri dell'utente.

L'utente ha inoltre la responsabilita di accertarsi che tutti i metodi di analisi utilizzati e i risultati ottenuti soddisfino i
requisiti dei propri clienti e fornitori.

Come per qualsiasi metodo di analisi, i risultati ottenuti grazie al prodotto di sicurezza alimentare Neogen non
costituiscono una garanzia della qualita delle matrici o dei processi sottoposti a prova.

Limitazione di garanzia/Rimedio limitato

SALVO NEI CASI ESPRESSAMENTE INDICATI IN UNA SEZIONE DI GARANZIA LIMITATA DELLA SINGOLA
CONFEZIONE DEL PRODOTTO, NEOGEN NON RICONOSCE ALCUNA GARANZIA ESPLICITA O IMPLICITA,
INCLUSE, MA NON A ESSE LIMITATE, LE EVENTUALI GARANZIE DI COMMERCIABILITA O DI IDONEITA A UNO
SCOPO PARTICOLARE. Qualora un prodotto Neogen Sicurezza alimentare sia difettoso, Neogen o il suo distributore
autorizzato provvederanno, a loro discrezione, alla sostituzione o al rimborso del prezzo d'acquisto del prodotto.
Questi sono gli unici rimedi a disposizione del cliente. Per ulteriori domande, contattare il rappresentante Neogen o il
distributore autorizzato Neogen.

Limitazione di responsabilita da parte di Neogen

NEOGEN NON SARA RESPONSABILE DI PERDITE O DANNI, DIRETTI, INDIRETTI, SPECIALI, INCIDENTALI O
EMERGENTI, INCLUSA, MA NON IN VIA STRETTAMENTE LIMITATIVA, LA PERDITA DI PROFITTO. In nessun caso la
responsabilita legale di Neogen andra oltre il prezzo d'acquisto del prodotto presunto difettoso.

Conservazione e smaltimento
Conservare il contenuto del kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce brasiliana Neogen a 2-8 °C. Non
congelare. Conservare le soluzioni di lavoro diluite come descritto nella Tabella 1.

I componenti del kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce brasiliana Neogen non devono essere utilizzati oltre
la data di scadenza. La data di scadenza e il numero di lotto sono riportati sull'etichetta esterna della scatola.

Smaltire nel rispetto delle normative e degli standard locali/regionali/nazionali/settoriali attualmente in vigore.

Istruzioni per l'uso
Seguire attentamente tutte le istruzioni. In caso contrario, si rischia di ottenere risultati non precisi.

Preparazione dei reagenti
Prima dell'uso, portare tutti i reagenti a temperatura ambiente (20-25 °C). Utilizzare attrezzature da laboratorio pulite per
diluire e conservare le soluzioni di lavoro.

a. Tampone di estrazione Neogen

Per preparare il tampone di estrazione 1X, aggiungere una parte di tampone di estrazione Neogen (4X) e diluirlo
in tre parti di acqua deionizzata o distillata. Prima dell'uso, preriscaldare il tampone di estrazione (1X) a 50-60 °C
in un sistema a bagnomaria o in un incubatore a scuotimento. Ciascun campione richiede 4,5 ml di tampone di
estrazione 1X.

b. Soluzione diluente Neogen

Per preparare la soluzione diluente 1X, aggiungere una parte di diluente Neogen (5X) a quattro parti di acqua
deionizzata o distillata. Ciascun campione richiede un totale di 4,5 ml di soluzione diluente 1X.

c. Soluzione dilavaggio Neogen

Per preparare la soluzione di lavaggio 1X, aggiungere una parte di soluzione di lavaggio Neogen (20X) a 19 parti di
acqua deionizzata o distillata. Ciascun pozzetto ELISA Neogen richiede circa 2,5 ml di soluzione di lavaggio 1X.

Nota: quando la soluzione di lavaggio Neogen (20X) viene conservata a 2-8 °C, al suo interno potrebbe verificarsi
la formazione di cristalli. Per dissolvere i cristalli, riscaldare la soluzione di lavaggio Neogen (20X) a 30-35 °C in un
sistema a bagnomaria o in un incubatore prima di preparare la soluzione di lavaggio (1X).
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Per preparare il coniugato HRP di noce brasiliana 1X, aggiungere una parte di coniugato HRP di noce brasiliana
Neogen (10X) e diluirla in 9 parti di soluzione diluente 1X. Preparare subito prima dell'uso. Ciascun pozzetto ELISA
Neogen richiede 100 pl di coniugato HRP di noce brasiliana 1X.

Preparazione del campione

Nota: tutti i campioni devono essere estratti con il tampone di estrazione 1X preriscaldato a 50-60 °C.

1.1 Preparare il campione per 'estrazione delle proteine in una provetta da test pulita o in una provetta monouso, come

descritto nella Tabella 2.

Tabella 2. Preparazione del campione

Matrice campione

Dimensione

Diluizione (1/10)

Clean in Place (CIP)

campione
Cibi solidi 0,5+0,02¢g Aggiungere 4,5 + 0,09 ml di tampone di estrazione 1X
preriscaldato
Cibi liquidi 0,5+ 0,01 ml Aggiungere 4,5 = 0,09 ml di tampone di estrazione 1X
preriscaldato
Acqua di risciacquo finale nei processi 0,5+ 0,01 ml Aggiungere 4,5 + 0,09 ml di tampone di estrazione 1X

preriscaldato

Solido

|
{1

Liquido

CIP

Ny oS, ’
U> . 4.5 mL1X

Extraction buffer

=
. S
0.5mL 4.5 mL1X

Extraction buffer

0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2 Incubare i campioni diluiti in un sistema a bagnomaria a scuotimento o in un incubatore a scuotimento a 50-60 °C per
25 £ 1 minuto. In alternativa, & possibile lasciare i campioni in un sistema a bagnomaria o in un incubatore a 50-60 °C
e agitarli manualmente per 1 minuto ogni 5 minuti.

1.3 Dopo l'incubazione, centrifugare i campioni a 5000-7000 rpm (3000 x g) per 20-30 secondi in particelle circolari o
lasciarli riposare per 5 minuti in una rastrelliera di provette da test.

1.4 Raccogliere 100 pl di strato (acquoso) intermedio e aggiungerli a 900 pl di soluzione diluente (1X). Agitare
mediante vortex o scuotere per mescolare a fondo (questo processo corrisponde a una diluizione di 1/100 del

campione originale).




50-60 °C
00.25:00 _

3000 g/00:0030

Procedura ELISA

2.1 Rimuovere un pozzetto ELISA Neogen per campione e/o standard e posizionare i pozzetti nel portapozzetti.
Riporre i pozzetti ELISA Neogen nel sacchetto d'alluminio, quindi risigillare quest'ultimo e conservarlo nuovamente

a2-8°C.

2.2 Utilizzando il concentrato standard di proteine di noce brasiliana Neogen, preparare un set di quattro standard
diluiti nella soluzione diluente (1X).

Numero standard

Concentrazione standard

Volume dello standard

Volume della soluzione

(ng/ml) aggiunto a diluente 1X diluente 1X
4 270 10 pl del concentrato standard 990 ul
di proteine di noce brasiliana
Neogen
3 20 200 pl di standard numero 4 400 pl
2 30 200 pl di standard numero 3 400 pl
1 10 200 pl di standard numero 2 400 pl
0 0 0 400 pl

2.3 Pipettare 100 pl di ciascuno standard nei pozzetti ELISA Neogen.

Standard O (soluzione diluente 1X)
Standard 1 (10 ng/ml) ppb
Standard 2 (30 ng/ml) ppb
Standard 3 (90 ng/ml) ppb
Standard 4 (270 ng/ml) ppb

2.4 Pipettare 100 pl del campione estratto preparato nel passaggio 1.4 in un pozzetto ELISA Neogen.

2.5 Incubare pozzetti ELISA Neogen su un set di agitatori orbitali a 400 rpm a temperatura ambiente (20-25 °C) per
30 = 2 minuti. Durante questa fase, mantenere i pozzetti coperti e diritti al fine di evitare la relativa evaporazione.

2.6 Dopo l'incubazione, aspirare il contenuto dei pozzetti ELISA Neogen.

2.7 Riempire completamente ciascun pozzetto ELISA Neogen con la soluzione di lavaggio 1X, quindi procedere con
I'aspirazione. Se il lavaggio viene eseguito manualmente, invertire la piastra e versare/agitare il relativo contenuto
in un contenitore per rifiuti, quindi sbattere energicamente i pozzetti su un panno di carta assorbente al fine di
rimuovere la soluzione di lavaggio residua. Ripetere questo passaggio per tre volte per un totale di quattro lavaggi.
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2.8 Pipettare 100 pl di coniugato HRP di noce brasiliana 1X in ciascun pozzetto ELISA Neogen. Incubare su un set di
agitatori orbitali a 400 rpm a temperatura ambiente per 10 = 2 minuti. Durante questa fase, mantenere la piastra
coperta al riparo dalla luce e in posizione diritta.

2.9 Ripetere i passaggi 2.6 e 2.7 per completare un totale di quattro lavaggi con la soluzione di lavaggio (1X).
2.10 Pipettare 100 pl di soluzione di substrato cromogenico Neogen (TMB) in ciascun pozzetto ELISA Neogen.

2.11 Incubare su un set di agitatori orbitali a 400 rpm a temperatura ambiente per 10 minuti. Durante questa fase,
mantenere la piastra coperta al riparo dalla luce e in posizione diritta.

2.12 Dopo l'incubazione, aggiungere 100 pl di soluzione di arresto Neogen a ciascun pozzetto ELISA Neogen e
determinare I'assorbanza (a 450 nm) nell'arco di 30 minuti.

100yl

00:10:00/temperatura ambiente

100 L\
b \ L7
X
_—
Chromogenic
Substrate Solution -

00:10:00/temperatura ambiente
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Analisi dei risultati

3.1

3.2

3.3

Sottrarre il valore di fondo medio per ciascun campione (la lettura dell'assorbanza media del campione meno la
lettura dell'assorbanza media dello zero standard).

Utilizzando un software per computer in grado di generare una curva di compensazione logistica a quattro
parametri, costruire una curva standard scrivendo la concentrazione in ng/ml (ppb) sull'asse x e la lettura
dell'assorbanza su ognuno degli standard corrispondenti sull'asse y. E inoltre possibile utilizzare accoppiamenti
polinomiali (quadratici) di secondo ordine o altre curve di compensazione; tuttavia, essi forniranno una
rappresentazione dei dati meno precisa.

Calcolare le concentrazioni del campione a partire dalla curva standard; I'unita risultante sara espressa in

ng/ml (ppb). Quindi, moltiplicare per il fattore di diluizione del campione al fine di ottenere la concentrazione del
campione originale. Se, per esempio, la diluizione totale del campione & 1/100 e la concentrazione del campione sulla
curva standard & 200 ng/ml (ppb), la concentrazione del campione finale sara 200 ng/ml x 100 = 20.000 ng/ml (ppb),
ossia 20 pg/ml (ppm).

Caratteristiche minime di funzionamento

a. Il limite dirilevazione (LOD) analitico & 1,3 ng/ml (ppb)
Il limite di rilevazione & definito come la concentrazione minima dell'allergene in un campione di test che puo
essere distinto da un campione vuoto a un livello di probabilita specificato®. Esso & determinato aggiungendo
tre deviazioni standard al valore di densita ottica medio di quarantotto replicati zero standard e calcolando la
concentrazione corrispondente.
b. Il limite di quantificazione (LOQ) & 1 ppm
Il limite di quantificazione & definito come il livello minimo dell'allergene in un campione di test che puo essere
ragionevolmente quantificato a un livello di precisione specificato®.
Precisione
Precisione nell'ambito dello stesso dosaggio % di CV media = <10 N=12
Precisione tra un dosaggio e l'altro % di CV media = <10 N=12
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X NEOGEN

Instrucciones del Producto
Kit ELISA para Proteina de Nuez de Brasil

Andlisis de inmunoabsorcién enzimatica (ELISA) para el analisis cuantitativo de las proteinas de nuez de Brasil.

Descripcion del producto y uso previsto

El Kit ELISA para Proteina de Nuez de Brasil Neogen® est4 disefiado para la deteccién de proteinas de nuez de Brasil
en el agua de lavado final del sistema cerrado de limpieza (CIP, por sus siglas en inglés), las muestras de hisopado
ambiental, ingredientes para producir alimentos y productos alimenticios procesados.

El Kit ELISA para Proteina de Nuez de Brasil Neogen usa una prueba ELISA sandwich. Las proteinas de nuez de Brasil
presentes en la muestra reaccionan con el anticuerpo anti-nuez de Brasil, que se ha absorbido en la superficie de los
pocillos de microtitulacién de poliestireno. Después de remover las proteinas libres mediante lavado, se afiaden los
anticuerpos anti-nuez de Brasil conjugados con peroxidasa de rébano (HRP, por sus siglas en inglés). Estos anticuerpos
marcados con enzimas forman complejos con la proteina de nuez de Brasil previamente unida. Después de un segundo
paso de lavado, la enzima unida al inmunoabsorbente se detecta mediante la adicidon de un sustrato cromogénico,
3,3,5,5"-tetrametilbenzidina (TMB, por sus siglas en inglés). El desarrollo de color de esta reaccién enzimatica

varia directamente con la concentracién de proteina de nuez de Brasil en la muestra analizada. Por consiguiente, la
absorbancia, a 450 nm, indica la concentracion de proteina de nuez de Brasil en la muestra de prueba. La cantidad de
proteina de nuez de Brasil en la muestra de prueba se puede extrapolar a partir de la curva estandar, construida a partir
de soluciones estandar de concentracion conocida y se ajusta para considerar la dilucién de la muestra.

El Kit ELISA para Proteina de Nuez de Brasil Neogen esta previsto para su uso en laboratorios por profesionales
capacitados en el empleo de técnicas de laboratorio. Neogen no documentoé el uso de este producto en otras industrias
que no sean la alimentaria o la de bebidas. Por ejemplo, Neogen no documenté este producto para el anélisis de
muestras clinicas, veterinarias, cosméticas o farmacéuticas. No se evalué el Kit ELISA para Proteina de Nuez de Brasil
Neogen con todos los posibles productos alimenticios, procesos de alimentos y protocolos de prueba.

El Kit ELISA para Proteina de Nuez de Brasil Neogen contiene 96 pocillos descritos en la Tabla 1.

Tabla 1. Componentes del kit

Articulo Identificacién Preparacion Almacenamiento | Estabilidad
(consulte la seccién
Preparacion

de Reactivos

para obtener
informacion

detallada)
Listo para usar.

Pocillos del Kit ELISA | Una bolsa metaélica con Auna Vuelva a sellar la

para Proteina de Nuez
de Brasil Neogen®

una placa de 96 pocillos
removibles revestidos con
anticuerpos.

temperatura de
entre2°Cy8°C
en una bolsa
metalica sellada
con desecante.

bolsa metaélica con los
pocillos sin utilizar y el
desecante. Almacene
entre2°Cy8°C

para mantener la
estabilidad hasta la
fecha de vencimiento
del kit.

Neogen® Conjugado
de Nuez de Brasil
HRP (10X)

Un vial con 1,5 mL de
anticuerpo conjugado (10X)
de peroxidasa de rabano
(HRP) 10X.

Diluya en una
proporcién de 1/10
inmediatamente
antes de usar

para preparar una
solucién de trabajo
1X.

Auna
temperatura de
entre2°Cy8°C
en la oscuridad.

El conjugado 10X es
estable hasta la fecha
de vencimiento del
kit.
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Concentrado
Estandar de Proteina
de Nuez de Brasil
Neogen®

Un vial con una
concentracién conocida de
proteina de nuez de Brasil.

Consulte la Seccién
del Procedimiento
ELISA para conocer
la preparacién
estandar.

Auna
temperatura de

entre 2°Cy 8 °C.

No congelar.

El concentrado
Estandar de Proteina
de Nuez de Brasil
Neogen es estable
hasta la fecha de
vencimiento del kit.

Neogen® Diluyente
(5X)

Un frasco con 50 mL de
Diluyente 5X.

Diluya en una
proporcién de 1/5
inmediatamente
antes de usar

para preparar una
solucién de trabajo
1X.

Auna
temperatura de
entre2°Cy8°C

La Neogen Solucion
Diluyente 5X es
estable hasta la fecha
de vencimiento del
kit.

Solucién de Lavado
Neogen® (20X)

Un frasco con 50 mL de
Solucién de Lavado 20X.

Diluya 1/20 para
preparar una
solucién de trabajo
1X.

Auna
temperatura

de entre 2 °C

y 8 °C tanto
para la solucién
de trabajo 1X
como para el
concentrado de
la Solucion de
Lavado 20X.

La Solucién de
Lavado Neogen 20X
es estable hasta la
fecha de vencimiento
del kit. La Soluciéon de
Lavado 1X es estable
durante al menos

una semana desde la
preparacion.

Neogen® Solucién
Amortiguadora de
Extraccion E26 (4X)

Un frasco con 120 mL de
solucién amortiguadora de
extraccion 4X.

Diluya 1/4 para
preparar una
solucién de trabajo
1X. La soluciéon de
trabajo se debe
calentar hasta

50 °C 0 60 °C antes
de su uso.

Almacene tanto
para la solucién
de trabajo

1X como el
concentrado
de la Neogen
Solucién
Amortiguadora
de Extraccion
4X auna
temperatura de

entre 2°Cy 8 °C.

La Solucién
Amortiguadora de
Extraccién 1Xy la
Neogen Solucién
Amortiguadora de
Extraccién 4X son
estables hasta la
fecha de vencimiento
del kit.

Neogen® Solucién
de Sustrato
Cromogénico

Un frasco con 12 mL de
3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina
(TMB).

Listo para usar.

A una
temperatura de
entre2°Cy8°C
en la oscuridad.

Proteja de la luz. La
Neogen Solucién

de Sustrato
Cromogénico es
estable hasta la fecha
de vencimiento del
kit.

Neogen® Solucién de
Paro

Un frasco de 12 mL de
acido sulfurico 0,3 M.

Listo para usar.

Auna
temperatura de
entre2°Cy8°C

La Neogen Solucion
de Paro es estable
hasta la fecha de
vencimiento del kit.

Materiales no incluidos en el kit:

Temporizador

Pipetas de precision y boquillas de la pipeta para recolectar entre 10y 100 pL
Tubos de ensayo
Lavadora/aspiradora para la placa de microtitulaciéon
Agua destilada o desionizada

Lector de placas de microtitulacion
Elementos de laboratorio varios para la preparacién de reactivos y soluciones amortiguadoras
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e  Agitador mecanico
e  Bafio de agua con agitacién o incubadora con agitacién
e  Agitadora orbital

Seguridad
El usuario debe leer, comprender y respetar toda la informacion de seguridad que se incluye en las instrucciones del Kit
ELISA para Proteina de Nuez de Brasil Neogen. Guarde las instrucciones de seguridad como referencia en el futuro.

/A ADVERTENCIA: Indica una situacién peligrosa que, si no se evita, podria ocasionar la muerte o lesiones graves, y/o
dafios materiales.

ATENCION: Indica una situacién potencialmente peligrosa que, si no se evita, podria ocasionar dafios materiales.

A ADVERTENCIA

Para reducir los riesgos asociados con la exposicién a productos quimicos:

° Deseche segun las normas y regulaciones locales, regionales, nacionales o industriales actuales.

° El usuario debe capacitar al personal en las técnicas de prueba actuales adecuadas; por ejemplo, las Buenas
Practicas de Laboratorio' o la norma ISO/IEC 170252,

° Siempre siga las practicas de seguridad estandar de laboratorio, incluso el uso de la vestimenta protectora
adecuada y de la proteccion ocular mientras manipule reactivos.

° Evite que la Neogen Solucién de Paro tenga contacto con la piel, consulte la Hoja de Datos de Seguridad para
conocer informacion de seguridad adicional.

Para reducir los riesgos asociados con los resultados falso negativos que conduzcan a la liberacién del producto
contaminado:
e  Almacene el Kit ELISA para Proteina de Nuez de Brasil Neogen como se indica en el embalaje y en las instrucciones
del producto.
° Use el Kit ELISA para Proteina de Nuez de Brasil Neogen con muestras ambientales y de alimentos validadas
internamente o por un tercero.
Siga el protocolo y realice las pruebas exactamente como se indica en las instrucciones del producto.
Neogen no documenté el uso del Kit ELISA para Proteina de Nuez de Brasil Neogen en otras industrias que no
sean la alimentaria o la de bebidas. Por ejemplo, Neogen no documenté este producto para el andlisis de muestras
clinicas, veterinarias, cosméticas o farmacéuticas.

Para reducir los riesgos asociados con los resultados incorrectos que conduzcan a la liberacién del producto

contaminado:

e  Siempre use el Kit ELISA para Proteina de Nuez de Brasil Neogen antes de la fecha de vencimiento.

e  Siempre prepare las soluciones de trabajo usando los reactivos concentrados del Kit ELISA para Proteina de Nuez
de Brasil Neogen a una temperatura entre 20 °C y 25 °C.
No congele el Concentrado Estdndar de Proteina de Nuez de Brasil Neogen.
Si la Soluciéon de Sustrato Cromogénico se vuelve azul, no la use. Siga las Buenas Practicas de Laboratorio' para
evitar la contaminacion cruzada de la Neogen Solucién de Sustrato Cromogénico.
Los Neogen® Kits para Proteinas Alergénicas no estan destinados para la deteccién de proteinas hidrolizadas.
Los Neogen Kits para Proteinas Alergénicas estan disefiados para detectar proteinas de alimentos procesados
una vez que han sido solubilizadas en la Neogen Solucién Amortiguadora de Extraccién. Ciertos métodos de
procesamiento podrian limitar la deteccidn de las proteinas a detectar.

e  Algunos procesos de produccion de alimentos podrian afectar la deteccién de proteina de alimentos con los
Neogen Kits para Proteinas Alergénicas. Los usuarios de éste kit deben verificar que el método es apto para el
propdsito y que cumple con los requerimientos del usuario.

ATENCION

Para reducir los riesgos relacionados con resultados incorrectos:

° No se ha evaluado la estabilidad de la muestra después de las extracciones. El procedimiento ELISA se debe
realizar inmediatamente después de la extraccién de la muestra.

° Manipule los Estandares de Proteina de Nuez de Brasil Neogen siguiendo las Buenas Practicas de Laboratorio! para
evitar la contaminacion cruzada de las muestras.

Consulte la Hoja de Datos de Seguridad para obtener mas informacidn.

Si desea obtener informacién sobre la documentacion del desempeiio del producto, visite nuestro sitio web en
www.neogen.com o comuniquese con su representante o distribuidor local de Neogen.

3
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Responsabilidad del usuario

Los usuarios son responsables de familiarizarse con las instrucciones e informacién del producto. Visite nuestro sitio
web en www.neogen.com o pdngase en contacto con su representante o distribuidor local de Neogen para obtener
mas informacion.

Como sucede con todos los métodos utilizados para el andlisis de alimentos, la matriz de prueba puede influir
en los resultados. Al seleccionar un método de prueba, es importante reconocer que factores externos tales como
los métodos de muestreo, los protocolos de prueba, la preparacién de la muestra, la manipulacion y la técnica de
laboratorio pueden afectar los resultados. La muestra de alimentos en si misma puede influir en los resultados.

Es responsabilidad del usuario seleccionar cualquier método o producto de prueba para evaluar un nimero de muestras
suficientes que satisfagan al usuario respecto a que el método de prueba elegido cumple con los criterios del usuario.

Ademas, es responsabilidad del usuario determinar que cualquier método de prueba y sus resultados cumplen con los
requisitos de sus clientes y proveedores.

Como sucede con cualquier método de prueba, los resultados obtenidos del uso de cualquier producto de Neogen Food
Safety no constituyen una garantia de calidad de las matrices ni de los procesos analizados.

Limitacion de garantias/recursos legales limitados

SALVO LO EXPRESAMENTE ESTIPULADO EN UNA SECCION DE GARANTIA LIMITADA O EN EL EMBALAJE DE UN
PRODUCTO ESPECIFICO, NEOGEN RENUNCIA A TODAS LAS GARANTIAS EXPRESAS Y TACITAS INCLUIDA, ENTRE
OTRAS, CUALQUIER GARANTIA DE COMERCIABILIDAD O IDONEIDAD PARA UN USO EN PARTICULAR. Si un producto
de Neogen Food Safety es defectuoso, Neogen o su distribuidor autorizado reemplazara el producto o reembolsara el precio
de compra del producto, a su eleccion. Estos son sus recursos exclusivos. Pdngase en contacto con su representante de
Neogen o distribuidor autorizado de Neogen para que se le responda cualquier otra pregunta.

Limitacion de la responsabilidad de Neogen

NEOGEN NO SERA RESPONSABLE DE NINGUNA PERDIDA O DANO, YA SEA DIRECTO, INDIRECTO, ESPECIAL,
DANOS ACCIDENTALES O CONSECUENCIAS, INCLUIDOS ENTRE OTROS, LA PERDIDA DE BENEFICIOS. En
ningln caso la responsabilidad de Neogen conforme a ninguna teoria legal excedera el precio de compra del producto
supuestamente defectuoso.

Almacenamiento y desecho
Almacene todos los componentes del Kit ELISA para Proteina de Nuez de Brasil Neogen a una temperatura de entre
2 °Cy 8 °C. No congelar. Almacene las soluciones de trabajo diluidas como se describe en la Tabla 1.

Los componentes del Kit ELISA para Proteina de Nuez de Brasil Neogen no se deben usar después de su fecha de
vencimiento. La fecha de vencimiento y el nimero de lote estan impresos en la etiqueta externa de la caja.

Deseche segun las normas y regulaciones locales, regionales, nacionales o industriales actuales.

Instrucciones de uso
Siga todas las instrucciones atentamente. De lo contrario, los resultados obtenidos podrian llegar a ser incorrectos.

Preparacion de los reactivos
Lleve todos los reactivos a temperatura ambiente (entre 20 °C y 25 °C) antes de su uso. Use elementos de laboratorio
limpios para diluir y almacenar las soluciones de trabajo.

a. Neogen Solucién Amortiguadora de Extraccion

Para preparar una Solucién Amortiguadora de Extraccién 1X, afiada una parte de Neogen Solucién Amortiguadora
de Extraccién (4X) y diluyala en tres partes de agua desionizada o destilada. Precaliente la Solucién Amortiguadora
de Extraccién (1X) a una temperatura de entre 50 °C y 60 °C en un bafio de agua o en una incubadora con
agitacion antes de su uso. Cada muestra requiere 4,5 mL de Solucién Amortiguadora de Extraccién 1X.

b. Neogen Solucién Diluyente

Para preparar una Solucién Diluyente 1X, afiada una parte de Neogen Diluyente (5X) a cuatro partes de agua
desionizada o destilada. Cada muestra requiere un total de 4,5 mL de Solucién Diluyente 1X.
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Para preparar una Solucién de Lavado 1X, afiada una parte de Solucién de Lavado Neogen (20X) a 19 partes de agua
desionizada o destilada. Cada pocillo Neogen ELISA requiere aproximadamente 2,5 mL de Solucién de Lavado 1X.

Solucion de Lavado Neogen

Nota: Se puede producir la formacién de cristales en la Solucién de Lavado Neogen (20X) cuando se la almacena a
una temperatura de entre 2 °C y 8 °C. Para disolver los cristales, caliente la Solucién de Lavado Neogen (20X) a una
temperatura de entre 30 °C y 35 °C en un bafio de agua o incubadora antes de preparar la Solucién de Lavado (1X).

Neogen Conjugado de Nuez de Brasil HRP

Para preparar el Conjugado de Nuez de Brasil HRP 1X, afiada una parte del Conjugado de Nuez de Brasil HRP
Neogen (10X) y dilayalo en 9 partes de la Solucién Diluyente 1X. Prepéarelos inmediatamente antes de su uso.
Cada Pocillo ELISA Neogen requiere 100 uL de Conjugado de Nuez de Brasil HRP 1X.

Preparacion de la Muestra
Nota: Todas las muestras se deben extraer con Solucién Amortiguadora de Extraccién 1X precalentada a una
temperatura de entre 50 °C y 60 °C.

1.1

Prepare la muestra para la extraccion de proteina en un tubo de ensayo limpio o en un tubo desechable, como se
describe en la Tabla 2.

Tabla 2. Preparacién de la muestra

Matriz de la muestra Tamafio de la Dilucién (1/10)
muestra
Alimentos sélidos 0,5g+0,02¢g Anada 4,5 mL = 0,09 mL de Solucién Amortiguadora

de Extraccién 1X precalentada

Alimentos liquidos 0,5mL+0,01 mL [Anada4,5mL %= 0,09 mL de Solucion Amortiguadora

de Extraccion 1X precalentada

Agua de lavado final de la limpieza in situ [ 0,5 mL + 0,01 mL | Afada 4,5 mL + 0,09 mL de Solucién Amortiguadora
(CIP) de Extraccién 1X precalentada

Sélido

] | 05 )
U> v 4.5 mL 1X

Liquido

=
. S
0.5mL 4.5 mL1X

|
{1

Extraction buffer

Extraction buffer

CIP

0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2

Incube las muestras diluidas en un bafio de agua con agitacién o en una incubadora con agitacion a una
temperatura de entre 50 °C y 60 °C durante 25 minutos = 1 minuto. Otra opcion es dejar las muestras en un bafio
de agua o incubadora a una temperatura de entre 50 °C y 60 °C y agitarlas manualmente durante 1 minuto cada
5 minutos.




1.3

@ (Espaiiol) ﬁ ﬁ

Después de la incubacién, centrifugue las muestras a entre 5000 rpm y 7000 rpm (3000 x g) durante 20 o 30 segundos

para disolver las particulas, o permita que se asienten durante 5 minutos en un soporte para tubos de ensayo.

1.4

Tome 100 pL de la capa media (acuosa) y afiddalos a 900 pL de la Solucién Diluyente (1X). Use un generador de

vértice o agite para mezclarlo bien. (Esto corresponde a una dilucién 1/100 de la muestra original).

50-60 °C
0:25:00

00:05:00

3000 g/00:00:30

Procedimiento ELISA
2.1

Retire un Pocillo Neogen ELISA por muestra o estandar y coloque los pocillos en el soporte. Vuelva a colocar los

Pocillos Neogen ELISA que no fueron utilizados en la bolsa metaélica, vuelva a sellarla y guardela a una temperatura

de entre 2°Cy 8 °C.

2.2 Utilizando el Concentrado Estéandar para Proteina de Nuez de Brasil Neogen, prepare un conjunto de cuatro

estandares diluidos en la Solucién Diluyente (1X).

Namero del Concentracién del Estandar Volumen del estandar Volumen de la solucién
Estandar (ng/mL) agregado al Diluyente 1X Diluyente 1X
4 270 10 pL del Concentrado Estandar 990 pL
de Proteina de Nuez de Brasil
Neogen
3 20 200 pL del estandar numero 4 400 pL
2 30 200 pL del estandar nimero 3 400 L
1 10 200 pL del estandar nimero 2 400 pL
0 0 0 400 pL

2.3 Pipetee 100 pL de cada estandar en Pocillos Neogen ELISA.

Estéandar O (Solucién Diluyente 1X)

[}
e  Estandar 1 (10 ng/mL) ppb
e  Estandar 2 (30 ng/mL) ppb
e  Estandar 3 (90 ng/mL) ppb
e  Estandar4 (270 ng/mL) ppb
2.4
2.5

Pipetee 100 pL de la muestra extraida preparada en 1,4 en un Pocillo Neogen ELISA.

Incube los pocillos Neogen ELISA en un agitador orbital configurado a 400 rpm a temperatura ambiente

(entre 20 °C y 25 °C) durante 30 minutos = 2 minutos. Mantenga los pocillos cubiertos y nivelados durante este

paso para evitar la evaporacion.
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2.7 Llene por completo cada Pocillo Neogen ELISA con Solucién de Lavado 1X y aspirela. Si el lavado se hace
manualmente, invierta la placa y viértala/agitela para extraer el contenido en un recipiente para desechos y dele un
golpe seco a los pocillos contra papel absorbente para eliminar la solucién de lavado residual. Repita este paso tres
veces para completar un total de cuatro lavados.

2.6 Después de la incubacion, aspire el contenido de los Pocillos Neogen ELISA.

2.8 Pipetee 100 pL de Conjugado de Nuez de Brasil HRP 1X en cada Pocillo Neogen ELISA. Incube en un agitador
orbital configurado a 400 rpm a temperatura ambiente durante 10 minutos * 2 minutos. Durante este paso,
conserve la placa cubierta en la oscuridad y nivelada.

2.9 Repita los pasos 2.6 y 2.7 para completar un total de cuatro lavados con la Solucién de Lavado (1X).
2.10 Pipetee 100 pL de la Solucién de Sustrato Cromogénico Neogen (TMB) en cada Pocillo Neogen ELISA.

2.11 Incube en un agitador orbital configurado a 400 rpm a temperatura ambiente durante 10 minutos. Durante este
paso, conserve la placa cubierta en la oscuridad y nivelada.

2.12 Después de la incubacion, afilada 100 pL de la Neogen Solucién de Paro en cada Pocillo Neogen ELISA y determine
la absorbancia (a 450 nm) en un plazo de 30 minutos.

Yy SN

|

00:30:00/temperatura ambiente

0:10:00/temperatura ambiente
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100pL\ \
R 100uL
- B\

Chromogenic
Substrate Solution

Neogen
Stop Solution

0:10:00/temperatura ambiente

Analisis del Resultado

3.1

3.2

3.3

Reste el valor de fondo promedio para cada muestra. (Lectura promedio de absorbancia de la muestra menos la
lectura de absorbancia promedio del estandar cero).

Usado un software informatico capaz de generar un ajuste curvilineo logistico de cuatro parametros, trace una
curva esténdar representando la concentracién en ng/mL (ppb) en el eje Xy la lectura de absorbancia para cada
estandar correspondiente en el eje Y. También se podria utilizar un ajuste curvilineo polinémico de segundo orden
(cuadrético) o de otro tipo. Sin embargo, seria un ajuste menos preciso de los datos.

Calcule las concentraciones de la muestra de la curva estéandar; la unidad resultante es ng/mL (ppb). Luego,
multipliquelo por el factor de dilucion de la muestra para obtener la concentracién de la muestra original. Por ejemplo,
si la dilucién total de la muestra es 1/100 y la concentracién de muestra de la curva estandar es 200 ng/mL (ppb), la
concentracion final de la muestra es 200 ng/mL x 100 = 20 000 ng/mL (ppb) que es 20 ug/mL (ppm).

Caracteristicas minimas de rendimiento

a. El Limite de Deteccion (LOD, por sus siglas en inglés) analitica es de 1,3 ng/mL (ppb).
Se define el limite de deteccién como la menor concentracion del alérgeno en una muestra de prueba que se
pueda distinguir de una verdadera muestra en blanco en un nivel de probabilidad especificado®. Se lo determina
afiadiendo tres desviaciones estandar al valor medio de la densidad éptica de cuarenta y ocho duplicados de
estandar cero y calcular la concentracion correspondiente.
b. El Limite de Cuantificacion (LOQ, por sus siglas en inglés) es 1 ppm.
Se define el limite de cuantificacién como el menor nivel del alérgeno en una muestra de prueba que se pueda
cuantificar razonablemente con un nivel de precision especificado®.
Precision
Precisién dentro del ensayo Promedio %CV = <10 N=12
Precisidn entre ensayos Promedio %CV = <10 N=12
Referencias
1. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices for

Nonclinical Laboratory Studies.
ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

Abbott, M., Hayward, S., Ross, W., Godefroy, S.B., Ulberth, F., Van Hengel, A. J., Roberts, J., Akiyama, H., Popping,
B., Yeung, J.M., Wehling, P., Taylor, S., Poms, R.E., and Delahaut, P. (2010). Appendix M: Validation Procedures for
Quantitative Food Allergen ELISA Methods: Community Guidance and Best Practices. J. AOAC Int. 93, 442-450.

Explicacion de los simbolos
info.neogen.com/symbols
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X NEOGEN

Productinstructies

Paranoot Proteine ELISA test

Enzymgekoppeld immunosorbent-assay (ELISA) voor de kwantitatieve analyse van paranootproteine.

Productbeschrijving en beoogd gebruik
De Neogen® Paranoot Proteine ELISA test is bedoeld voor de detectie van paranootproteine in CIP-water ('clean-in-
place') van de laatste spoeling, omgevingsmonsters, voedingsingrediénten en verwerkte voedingsmiddelen.

De Neogen Paranoot Proteine ELISA test maakt gebruik van een sandwich-ELISA. De aanwezige paranootproteine in het
monster reageert met het anti-paranoot antilichaam, dat geadsorbeerd is aan het oppervlak van wells in een polystyreen
microtiterplaat. Nadat ongebonden proteine is verwijderd door middel van wassen, worden anti-paranoot antilichamen
geconjugeerd met mierikswortelperoxidase (HRP — 'horseradish peroxidase') toegevoegd. Deze met enzymen gelabelde
antilichamen vormen complexen met de eerder gebonden paranootproteine. Na een tweede wasstap wordt het enzym
dat is gebonden aan het immunosorbent gedetecteerd door middel van het toevoegen van een chromogene substraat,
3,3’,5,5-tetramethylbenzidine (TMB). De kleurontwikkeling van deze enzymatische reactie staat in direct verband

met de concentratie van paranootproteine in het geteste monster; daarom is de absorptie, bij 450 nm, een meting

voor de concentratie van paranootproteine in het testmonster. De kwantiteit van paranootproteine in het testmonster
kan geéxtrapoleerd worden van de standaardcurve die is samengesteld met behulp van standaarden van bekende
concentraties en is aangepast aan de verdunning van het monster.

De Neogen Paranoot Proteine ELISA test is bedoeld voor gebruik in een laboratoriumomgeving door professionals
geschoold in laboratoriumtechnieken. Neogen heeft het gebruik van dit product niet gedocumenteerd in andere
sectoren dan de voedings- of dranksector. Neogen heeft dit product bijvoorbeeld niet gedocumenteerd voor
farmaceutische, cosmetische, klinische of veterinaire monsters. De Neogen Paranoot Proteine ELISA test is niet getest
met alle voorkomende voedingsproducten, voedingsprocessen en testprotocollen.

De Neogen Paranoot Proteine ELISA test bevat 96 wells, die zijn beschreven in Tabel 1.

Tabel 1. Setonderdelen

Artikel Identificatie Voorbereiding Opslag Stabiliteit
(raadpleeg
het onderdeel
'De reagentia
voorbereiden’
voor details)

Neogen® Paranoot Een foliezakje met een plaat | Klaar voor 2-8°Cin Hersluit de foliezak
Proteine ELISA wells van 96 verwijderbare wells gebruik. verzegelde met de ongebruikte
gecoat met antilichaam. foliezak met wells en droogmiddel.
droogmiddel. Bewaar de set bij

2-8 °C om de stabiliteit
te behouden tot de
vervaldatum.

Neogen® Paranoot Een ampul met 1,5 ml Verdun 2-8°C in het Het 10X conjugaat
HRP-conjugaat (10X) [ met 10X antilichamen voorafgaand donker. is stabiel tot de
geconjugeerd met HRP aan gebruik vervaldatum van de
(mierikswortelperoxidase) onmiddellijk set.
(10X). 1/10 om een
1X werkzame
I oplossing te
maken.
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1X werkzame
oplossing te
maken.

Neogen® Een ampul met Raadpleeg 2-8 °C. Niet Neogen Paranoot
Paranoot Proteine paranootproteine waarvan de | het onderdeel invriezen. Proteine
Standaardconcentraat | concentratie bekend is. 'ELISA- Standaardconcentraat
procedure' voor is stabiel tot de
_ de standaard vervaldatum van de
voorbereiding. set.
Neogen® Eén flesje van 50 ml met 5X | Verdun 2-8°C De 5X Neogen
Verdunningsmiddel verdunningsmiddel. voorafgaand Verdunningsoplossing
(5X) aan gebruik is stabiel tot de
onmiddellijk vervaldatum van de
1/5 0om een set.

Neogen®
Wasoplossing (20X)

Eén flesje van 50 ml met 20X
wasoplossing.

Verdun 1/20 om
een 1X werkzame
oplossing te
maken.

2-8 °C voor zow-
el 1X werkzame
oplossing als 20X
wasoplossing-

De 20X Neogen
Wasoplossing is stabiel
tot de vervaldatum

van de set. De 1X

sconcentraat. wasoplossing is na
_ bereiding minimaal een
week stabiel.
Neogen® Eén flesje van 120 ml met 4X | Verdun 1/4 om 2-8 °C voor De 1X extractiebuffer
Extractiebuffer E26 extractiebuffer. een 1X werkzame | 1X werkzame en 4X Neogen
(4X) oplossing te oplossing en Extractiebuffer

maken. De 4X Neogen zijn stabiel tot de
werkzame Extractiebuffer- | vervaldatum van de
oplossing moet concentraat. set.
voorafgaand aan
gebruik worden
verhit tot
50-60 °C.
Neogen® Chromogene | Eén flesje van 12 ml met Klaar voor 2-8°C in het Bescherm tegen
substraatoplossing 3,3°,5,5-tetramethylbenzidine | gebruik. donker. licht. De Neogen
(TMB). Chromogene
substraatoplossing
is stabiel tot de
_ vervaldatum van de
set.
Neogen® Eén flesje van 12 ml met 0,3 | Klaar voor 2-8°C De Neogen
Stopoplossing M zwavelzuur. gebruik. Stopoplossing

is stabiel tot de
vervaldatum van de
set.

Materialen die niet in de set worden geleverd:

testbuisjes

timer
vortexmenger

was-/aspiratiemachine voor de microtiterplaat
gedestilleerd of gedeioniseerd water

aflezer voor de microtiterplaat

diverse laboratoriumproducten voor de bereiding van reagentia en bufferoplossingen

schudwaterbad of schudincubator
orbitale schudmachine

precisiepipetten en pipettips om 10 tot 100 pl te verzamelen
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Veiligheid

De gebruiker dient alle veiligheidsinformatie in de instructies voor de Neogen Paranoot Proteine ELISA test te lezen, te
begrijpen en op te volgen. Bewaar de veiligheidsinstructies om deze later te kunnen raadplegen.

/A WAARSCHUWING: geeft een gevaarlijke situatie aan die, indien deze niet wordt vermeden, de dood, ernstig letsel
en/of materiéle schade tot gevolg kan hebben.

OPMERKING: geeft een mogelijk gevaarlijke situatie aan die, als ze niet vermeden wordt, kan resulteren in
materiéle schade.

A WAARSCHUWING

Om de risico's van blootstelling aan chemicalién te verminderen:

e  Afvoeren volgens de huidige plaatselijke/regionale/nationale/industriéle standaarden en regelgevingen.

° De gebruiker moet zijn personeel scholen in de huidige juiste testtechnieken; bijvoorbeeld, Goede
laboratoriumpraktijken' of ISO/IEC 170252

e  Volg altijd de standaard veiligheidsvoorschriften voor laboratoria op, waaronder het dragen van toepasselijke
beschermende kleding en oogbescherming bij het hanteren van reagentia.

e  Vermijd contact van de huid met de Neogen Stopoplossing, raadpleeg het veiligheidsinformatieblad voor
aanvullende informatie.

Om derisico's te beperken die verbonden zijn aan foutieve negatieve resultaten die kunnen leiden tot de vrijgave

van besmet product:

° Bewaar de Neogen Paranoot Proteine ELISA test zoals aangegeven wordt op de verpakking en in de
productinstructies.

e  Gebruik de Neogen Paranoot Proteine ELISA test voor voedings- en omgevingsmonsters die intern of door een
derde partij zijn gevalideerd.
Volg het protocol en voer de testen exact uit zoals aangegeven in de productinstructies.
Neogen heeft het gebruik van de Neogen Paranoot Proteine ELISA test niet gedocumenteerd in andere
sectoren dan de voedings- en drankensector. Neogen heeft dit product bijvoorbeeld niet gedocumenteerd voor
farmaceutische, cosmetische, klinische of veterinaire monsters.

Om de risico’s van onjuiste resultaten die tot de vrijlating van besmet product leiden te verminderen, doet u het

volgende:

e  Gebruik de Neogen Paranoot Proteine ELISA test altijd voor de vervaldatum.

° Bereid de werkzame oplossingen met behulp van de geconcentreerde reagentia van de Neogen Paranoot Proteine
ELISA test altijd bij een temperatuur van 20-25 °C.
Vries het Neogen Paranoot Proteine Standaardconcentraat niet in.
Gebruik de chromogene substraatoplossing niet als deze blauw kleurt. Volg de Goede laboratoriumpraktijken' om
kruisbesmetting van de Neogen Chromogene substraatoplossing te voorkomen.
Neogen® Allergeen eiwit testkits zijn niet bedoeld voor de detectie van gehydrolyseerde eiwitten.
De Neogen Allergene Proteine Testkits zijn ontworpen om eiwitten uit bewerkte voedingsmiddelen te detecteren
zodra ze in Neogen extractiebuffer zijn gesolubleerd. Sommige voedselverwerkingsmethoden kunnen de detectie
van deze doeleiwitten beperken.

° Bepaalde bewerkingen van levensmiddelen kunnen van invloed zijn op de detectie van voedseleiwitten met
Neogen Allergen Protein Test Kits. Gebruikers moeten nagaan of de methode geschikt is om aan de eisen van de
gebruiker te voldoen.

OPMERKING

Beperk de risico's van onjuiste resultaten op de volgende wijze:

° De stabiliteit van de monsters na extractie is niet geévalueerd. De ELISA-procedure moet direct na extractie van
het monster worden uitgevoerd.

° Hanteer de Neogen Paranoot Proteine Standaarden volgens Goede laboratoriumpraktijken' om kruisbesmetting
van monsters te voorkomen.

Raadpleeg het veiligheidsinformatieblad voor aanvullende informatie.

Voor informatie over documentatie van productprestaties kunt u onze website op www.neogen.com bezoeken of
contact opnemen met uw plaatselijke Neogen-vertegenwoordiger of -distributeur.
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Verantwoordelijkheid van de gebruiker

Gebruikers worden geacht zich vertrouwd te maken met de productinstructies en -informatie. Bezoek onze website
www.neogen.com of neem contact op met uw plaatselijke Neogen-vertegenwoordiger of -distributeur voor meer informatie.

Zoals met alle testmethodes die worden gebruikt voor voedselanalyse, kan de testmatrix invioed hebben op

de resultaten. Bij het kiezen van een testmethode is het belangrijk om te erkennen dat externe factoren zoals
proefmethoden, testprotocollen, proefvoorbereiding en -behandeling en laboratoriumtechniek invloed kunnen hebben
op de resultaten. Het voedselmonster kan de resultaten beinvloeden.

Het is de verantwoordelijkheid van de gebruiker dat hij/zij voldoende monsters beoordeelt om zich ervan te verzekeren
dat de gekozen testmethode voldoet aan de criteria van de gebruiker.

Het is ook de verantwoordelijkheid van de gebruiker om te bepalen of testmethoden en resultaten aan de vereisten van
klanten en leveranciers voldoen.

Zoals bij elke testmethode, garanderen de verkregen resultaten van het gebruik van een Neogen Food Safety-product
de kwaliteit van de geteste matrices of processen niet.

Garantiebeperkingen/Beperkte Oplossing

BEHALVE WAAR UITDRUKKELIJK VERMELD IN EEN BEPERKTE GARANTIEBEPALING VAN EEN INDIVIDUELE
PRODUCTVERPAKKING, WIJST NEOGEN ALLE UITDRUKKELIJKE EN IMPLICIETE GARANTIES AF, MET

INBEGRIP VAN, MAAR NIET BEPERKT TOT, ELKE GARANTIE MET BETREKKING TOT DE GOEDE WERKING EN DE
GESCHIKTHEID VOOR EEN BEPAALD DOEL. Als een Neogen Voedselveiligheidproduct gebrekkig is, zal Neogen of zijn
gevolmachtigde distributeur naar eigen keuze het product vervangen of de aankoopprijs van het product terugbetalen.
Dit is het enige rechtsmiddel waarover u beschikt. Neem contact op met uw Neogen-vertegenwoordiger of erkende
Neogen-distributeur voor verdere vragen.

Beperking van Neogen-aansprakelijkheid

NEOGEN IS NIET AANSPRAKELIJK VOOR ENIG VERLIES OF SCHADE, ONGEACHT OF HET GAAT OM
RECHTSTREEKSE, ONRECHTSTREEKSE, SPECIALE, INCIDENTELE OF GEVOLGSCHADE, MET INBEGRIP VAN, MAAR
NIET BEPERKT TOT WINSTDERVING. In geen geval zal de wettelijke aansprakelijkheid van Neogen onder om het even
welke juridische theorie de aankoopprijs van het zogenaamd gebrekkige product overschrijden.

Opslag en afvalverwerking
Bewaar de inhoud van de Neogen Paranoot Proteine ELISA test bij 2-8 °C. Niet invriezen. Bewaar verdunde werkzame
oplossingen zoals beschreven in Tabel 1.

De onderdelen van de Neogen Paranoot Proteine ELISA test mogen niet worden gebruikt na de vervaldatum. De
vervaldatum en het partijnummer zijn terug te vinden op het etiket aan de buitenzijde van de doos.

Afvoeren volgens de huidige plaatselijke/regionale/nationale/industriéle standaarden en regelgevingen.
Gebruiksaanwijzingen

Volg alle instructies zorgvuldig op. Het niet opvolgen van de instructies kan onnauwkeurige resultaten tot gevolg
hebben.

De reagentia voorbereiden
Laat alle reagentia voorafgaand aan gebruik op omgevingstemperatuur komen (20-25 °C). Gebruik schone
laboratoriumproducten om werkzame oplossingen te verdunnen en te bewaren.

a. Neogen Extractiebuffer

Om de 1X extractiebuffer te bereiden, voegt u één deel van de Neogen Extractiebuffer (4X) toe aan drie delen
gedeioniseerd of gedestilleerd water om te verdunnen. Verwarm voorafgaand aan gebruik de extractiebuffer (1X)
voor tot 50-60 °C in een waterbad of schudincubator. Elk monster vereist 4,5 ml van de 1X extractiebuffer.

b. Neogen Verdunningsoplossing

Om de 1X verdunningsoplossing te bereiden, voegt u één deel van het Neogen Verdunningsmiddel (5X) toe aan vier
delen gedeioniseerd of gedestilleerd water. Elk monster vereist in totaal 4,5 ml van het 1X verdunningsmiddel.

c. Neogen Wasoplossing

Om de 1X wasoplossing te bereiden, voegt u één deel van het Neogen Wasoplossing (20X) toe aan 19 delen
gedeioniseerd of gedestilleerd water. Elke Neogen ELISA well vereist ongeveer 2,5 ml 1X wasoplossing.
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Opmerking: Wanneer de Neogen Wasoplossing (20X) wordt opgeslagen bij 2-8 °C is het mogelijk dat zich
kristallen vormen in de oplossing. Om kristallen op te lossen verwarmt u de Neogen Wasoplossing (20X) tot 30-
35 °C in een waterbad of incubator voorafgaand aan de bereiding van de wasoplossing (1X).

Neogen Paranoot HRP-conjugaat

Om het 1X Paranoot HRP-conjugaat te bereiden, voegt u één deel van het Neogen Paranoot HRP-conjugaat (10X)
toe aan 9 delen van de 1X verdunningsoplossing. Bereid deze oplossing onmiddellijk voor gebruik. Elke Neogen
ELISA well vereist 100 pl van het 1X Paranoot HRP-conjugaat.

Voorbereiding monster
Opmerking: Alle monsters moeten worden geéxtraheerd met 1X extractiebuffer voorverwarmd tot 50-60 °C.

1.1

Bereid het monster voor proteine-extractie in een schoon testbuisje of wegwerpbuisje zoals beschreven in Tabel 2.

Tabel 2. Voorbereiding monster

Ny oS, ’
U> . 4.5 mL1X

Vloeistof

=
. S
0.5mL 4.5 mL1X

Monstermatrix Monstergrootte | Verdunning (1/10)

Vaste voedingsmiddelen 0,5+0,02¢g Voeg 4,5 + 0,09 ml voorverwarmde 1X extractiebuffer
toe

Vloeibare voedingsmiddelen 0,5+ 0,01 ml Voeg 4,5 + 0,09 ml voorverwarmde 1X extractiebuffer
toe

CIP-water (‘clean-in-place') van de 0,5+ 0,01 ml Voeg 4,5 + 0,09 ml voorverwarmde 1X extractiebuffer

laatste spoeling toe

Vaste stof
/ ‘ ]

|
{1

Extraction buffer

Extraction buffer

CIP

0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2

1.3

1.4

Incubeer de monsters 25 £ 1 minuut lang in een schudwaterbad of schudincubator bij 50-60 °C. Een andere
optie is de monsters in een waterbad of incubator van 50-60 °C plaatsen en elke 5 minuten 1 minuut lang
handmatig schudden.

Centrifugeer de monsters 20 tot 30 seconden bij 5000-7000 rpm (3000 x g) na incubatie om deeltjes te
pelletiseren of laat de monsters 5 minuten in een testbuisrek bezinken.

Verzamel 100 pl vanuit de middelste (waterige) laag en voeg dit toe aan 900 pl verdunningsoplossing (1X). Meng
de oplossing goed door middel van schudden of mengen in de vortexmenger. (Dit correspondeert met een 1/100
verdunning van het originele monster.)




50-60 °C
00.25:00 _

3000 g / 00:0030

ELISA-procedure

2.1

Verwijder één Neogen ELISA well per monster en/of standaard en plaats de wells in de daarvoor geschikte houder.
Plaats de ongebruikte Neogen ELISA wells terug in de foliezak, hersluit de zak en plaats deze terug in opslag bij
2-8 °C.

2.2 Bereid met behulp van het Neogen Paranoot Proteine Standaardconcentraat een set van vier standaarden verdund
in verdunningsoplossing (1X).
Nummer Concentratie standaard Volume van standaard Volume van 1X
standaard (ng/ml) toegevoegd aan 1X verdunningsoplossing
verdunningsmiddel
4 270 10 pl Neogen Paranoot Proteine 990 ul
Standaardconcentraat
3 20 200 pl van standaard nummer 4 400 pl
2 30 200 pl van standaard nummer 3 400 pl
1 10 200 pl van standaard nummer 2 400 pl
0 0 0 400 pl

2.3

2.4
2.5

2.6
2.7

Pipetteer 100 pl van elke standaard in Neogen ELISA wells.

Standaard O (1X Verdunningsoplossing)
Standaard 1 (10 ng/ml) ppb

Standaard 2 (30 ng/ml) ppb

Standaard 3 (90 ng/ml) ppb

Standaard 4 (270 ng/ml) ppb

Pipetteer 100 pl van het monster dat is geéxtraheerd in stap 1.4 in een Neogen ELISA well.

Incubeer Neogen ELISA wells 30 £ 2 minuten in een orbitale schudmachine ingesteld op 400 rpm op
omgevingstemperatuur (20-25 °C). Voorkom verdamping door de wells afgedekt en horizontaal te houden tijdens
deze stap.

Aspireer de inhoud van de Neogen ELISA wells na de incubatie.

Vul elke Neogen ELISA well volledig met 1X wasoplossing en aspireer deze daarna. Indien het wassen handmatig
wordt uitgevoerd, draai de plaat om en giet/schud de inhoud leeg in een afvalcontainer. Sla de wells krachtig

op absorberend papier om resterende wasoplossing te verwijderen. Herhaal deze stap drie keer om in totaal vier
wasbeurten te voltooien.
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2.8 Pipetteer 100 pl 1X Paranoot HRP-conjugaat in elke Neogen ELISA well. Incubeer 10 £ 2 minuten in een orbitale
schudmachine ingesteld op 400 rpm op omgevingstemperatuur. Houd de plaat tijdens deze stap afgedekt in het
donker en horizontaal.

2.9 Herhaal stappen 2.6 en 2.7 om in totaal vier wasbeurten te voltooien met wasoplossing (1X).
2.10 Pipetteer 100 pl Neogen Chromogene substraatoplossing (TMB) in elke Neogen ELISA well.

2.11 Incubeer 10 minuten in een orbitale schudmachine ingesteld op 400 rpm op omgevingstemperatuur. Houd de plaat
tijdens deze stap afgedekt in het donker en horizontaal.

2.12 Voeg na de incubatie 100 ul Neogen Stopoplossing toe aan elke Neogen ELISA well en bepaal de absorptie (bij 450
nm) binnen 30 minuten.

e

P

00:18:00/omgevingstemperatuur

Y
"/ﬂ« M
X
_—
Chromogenic
Substrate Solution -

00:10:00/omgevingstemperatuur
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Resultatenanalyse

3.1 Trek de gemiddelde achtergrondwaarde van elk monster af (de gemiddelde gemeten absorptie van het monster
minus de gemiddelde gemeten absorptie van standaard nul).

3.2 Construeer een standaardcurve, met behulp van computersoftware die in staat is een logische curve met vier
parameters te genereren, door de concentratie in ng/ml (ppb) op de x-as en de gemeten absorptie van elke
bijbehorende standaard op de y-as uit te zetten. Een polynoom (kwadratisch) van de tweede orde of andere curves
kunnen ook worden gebruikt; ze zullen echter een minder nauwkeurig beeld kunnen vormen van de gegevens.

3.3 Bereken de monsterconcentraties van de standaardcurve; de eenheid van het resultaat is ng/ml (ppb).
Vermenigvuldig daarna de monsterverdunningsfactor om de concentratie van het originele monster te verkrijgen.
Bijvoorbeeld, als de totale verdunning van het monster 1/100 is en de monsterconcentratie van de standaardcurve
is 200 ng/ml (ppb), dan is de uiteindelijke monsterconcentratie 200 ng/ml x 100 = 20.000 ng/ml (ppb), wat gelijk is
aan 20 pg/ml (ppm).

Minimale prestatiekenmerken
a. De analytische detectiegrens is 1,3 ng/ml (ppb)

De detectiegrens wordt gedefinieerd als de laagste concentratie van het allergeen in een testmonster dat kan
worden onderscheiden van een blanco monster op een specifiek waarschijnlijkheidsniveau®. Het wordt bepaald
door drie standaarddeviaties op te tellen bij de gemiddelde optische dichtheidswaarde van achtenveertig
herhalingen van standaard nul en de bijbehorende concentratie te berekenen.

b. De kwantificatielimietis 1 ppm

De kwantificatielimiet wordt gedefinieerd als het laagste niveau van het allergeen in een testmonster dat
redelijkerwijs gekwantificeerd kan worden op een gespecificeerd precisieniveau?®.

Precisie
Precisie intratest Gemiddeld %CV =<10 N=12
Precisie intertest Gemiddeld %CV = <10 N=12
Referenties

1. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices for
Nonclinical Laboratory Studies.

ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

Abbott, M., Hayward, S., Ross, W., Godefroy, S.B., Ulberth, F., Van Hengel, A. J., Roberts, J., Akiyama, H., Popping,
B., Yeung, J.M., Wehling, P., Taylor, S., Poms, R.E., and Delahaut, P. (2010). Appendix M: Validation Procedures for
Quantitative Food Allergen ELISA Methods: Community Guidance and Best Practices. J. AOAC Int. 93, 442-450.

Verklaring van symbolen
info.neogen.com/symbols



Neogen Food Safety

Neogen Corporation
620 Lesher Place
Lansing, M1 48912 USA
Neogen.com

Neogen Europe Ltd.
The Dairy School
Auchincruive

Ayr, KA6 5HU
Scotland, UK

Neogen Ireland, Ltd.
Bray Business Park, Bray
Co. Wicklow

A98YV29, Ireland

Neogen is a trademark of Neogen Corporation.
© Neogen Corporation 2024.

iNEUGEN Unauthorized use prohibited. All rights reserved.

Neogen est une marque de commerce de la Compagnie Neogen.
Neogen Corporation © Neogen Corporation 2024.
620 Lesher Place Lansing, MI 48912 USA Toute utilisation non autorisée est interdite. Tous droits réservés.
www.neogen.com FSO0889A



@ (Svenska) ‘ﬁ ﬁ

Datum fér utgava: 2024-01

X NEOGEN

Produktinformation

Brazil Nut Protein ELISA Kit

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) for kvantitativ analys av parandtsproteiner.

Produktbeskrivning och avsedd anvandning
Neogen® Brazil Nut Protein ELISA Kit &r avsedd fér screening av parandtsproteiner i rengér-péa-plats (CIP) sista
skoljvattnet, skoljvattenprover, livsmedelsingredienser och processade livsmedelsprodukter.

Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit anvander en sandwich-ELISA. De paran&tsproteiner som finns néarvarande i

provet reagerar med anti-parandtsantikroppen, som har adsorberats till ytan av polystyrenmikrotiterbrunnar. Efter
avlagsnandet av obundna proteiner genom tvattning tillsatts parandtsantikroppar konjugerade med pepparrotsperoxidas
(HRP). Dessa enzymmarkta antikroppar bildar komplex med det tidigare bundna paranétsproteinet. Efter ett andra
tvattningssteg detekteras enzymet som ar bundet till immunosorbenten genom tillsattning av ett kromogent

substrat, 3,3’,5,5-tetrametylbensidin (TMB). Fargutvecklingen frdn denna enzymatiska reaktion varierar direkt

med koncentrationen av paranétsprotein i provet som testas; darfor utgor absorbansen vid 450 nm ett matt pa
koncentrationen av parandtsprotein i provet. Méangden paranétsprotein i provet kan extrapoleras fran standardkurvan,
vilken ar konstruerad fran standarder med kand koncentration, och justeras for att beakta provutspadningen.

Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit ar avsedd fér anvandning i laboratoriemiljo av yrkespersoner som ar utbildade i
laboratorieteknik. Neogen har inte dokumenterat anvandningen av denna produkt inom andra industrier &n livsmedels-
och dryckesindustrin. Neogen har exempelvis inte dokumenterat produkten fér testning av lakemedel, kosmetika,
kliniska prover eller veterindrprover. Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit har inte utvarderats med samtliga méjliga
livsmedelsprodukter, livsmedelsbearbetningsmetoder och testprotokoll.

Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit innehaller 96 tester, som beskrivs i tabell 1.

Tabell 1. Satsens delar

Artikel Identifikation Beredning Stabilitet
(se avsnittet
Reagensberedning

foér information)

Forvaring

Klara att anvandas. Aterforslut
foliepésen som
innehéller oanvanda
brunnar och
torkmedel.
Forvaras vid

2-8 °C for

att bibehalla
stabiliteten fram till
utgangsdatumet for
satsen.

Neogen® Brazil Nut
Protein ELISA brunnar

En foliepase med en
platta med 96 borttagbara
antikroppsbelagda brunnar.

2-8 °C i forseglad
foliepase med
torkmedel.

Neogen® Brazil Nut
HRP-konjugat (10X)

En ampull med 1,5 ml 10X
pepparrotsperoxidas (HRP)

konjugerad antikropp
(10X).

Spad 1/10
omedelbart innan
anvandning for
att bereda en 1X
arbetsldsning.

2-8 °C i morker.

10X konjugatet
ar stabilt fram
till satsens
utgangsdatum.

Neogen® Brazil
Nut Protein
standardkoncentrat

En ampull med en
kand koncentration av
parandtsprotein.

Se avsnittet
ELISA-procedur for
standardberedning.

2-8 °C. Forvara
inte i frys.

Neogen Brazil

Nut Protein
standardkoncentrat
ar stabilt fram

till satsens
utgangsdatum.
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Neogen® En flaska med 50 ml 5X Spad 1/5 omedelbart | 2-8 °C The 5X Neogen
spadningslésning (5X) | spadningslésning. innan anvandning spadningslésning
for att bereda en 1X ar stabil fram
_ arbetslosning. till satsens
utgdngsdatum.
Neogen® tvattlosning | En flaska med 50 ml 20X Spad 1/20 for 2-8 °C for bade 1X | 20X Neogen
(20X) tvattldsning. att bereda en 1X arbetslésning och | tvattlésning
arbetslésning. 20X tvattlosnings- | ar stabil fram
koncentrat. till satsens
utgangsdatum.

1X tvattlésning
ar stabil i minst
en vecka efter
beredningen.

Neogen® En flaska med 120 ml 4X Spéad 1/4 for att 2-8 °C for bade 1X | 1X
extraktionsbuffert extraktionsbuffert. bereda en 1X arbetslésning och | extraktionsbuffert
E26 (4X) arbetslosning. 4X Neogen extrak- | och 4X Neogen
Arbetslésningen bér | tionsbuffertkon- extraktionsbuffert
varmas upp till centrat. ar stabila fram
50-60 °C innan till satsens
anvandning. utgdngsdatum.
Neogen® kromogen En flaska med 12 ml Klara att anvéndas. 2-8 °C i morker. Skyddas fran ljus.
substratldsning 3,3°,5,5-tetrametylbensidin Neogen kromogen
(TMB). substratlosning
ar stabil fram
_ till satsens
utgédngsdatum.
Neogen® En flaska med 12 ml 0,3 M | Klara att anvandas. 2-8°C Neogen
stopplésning svavelsyra. stopplésning

ar stabil fram

utgéngsdatum.

Material som inte finns i satsen:

Precisionspipetter och pipettspetsar for att samla 10 till 100 pl

Provror

Bricka for mikrotiterplatta/aspirator

Destillerat eller avjoniserat vatten

Avlasare for mikrotiterplatta

Diverse laboratoriematerial for beredning av reagens och buffertlésningar
Timer

Vortexblandare

Skakvattenbad eller skakinkubator

Orbital shaker

Sdkerhet
Anvandaren ska lasa, forsta och folja all sékerhetsinformation i anvisningarna till Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit.
Behall sdkerhetsanvisningarna fér framtida bruk.

A\ VARNING! Indikerar en farlig situation som, om den inte undviks, kan resultera i dodsfall eller allvarliga
personskador och/eller materiella skador.

OBSERVERA! Indikerar en potentiellt farlig situation som, om den inte undviks, kan resultera i materiella skador.
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For att minska riskerna fér kemikalieexponering ska du:

° Kassera enligt géllande lokala/regionala/industriella normer och féreskrifter.

e  Anvandaren maste utbilda sin personal i rddande och korrekta testtekniker: till exempel god laboratoriesed’ eller
ISO/IEC 170252,

° Folj alltid praxis fér standardiserad laboratoriesakerhet, inklusive anvandning av lampliga skyddsklader och
skyddsglasdgon vid hantering av reagenser.

° Undvik att Neogen stopplosning far kontakt med huden, se sidkerhetsdatabladet for ytterligare
sékerhetsinformation.

For att minska att riskerna som férknippas med falska-negativa resultat leder till att kontaminerade produkter slapps

ut ska du:

° Férvara Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit enligt foreskrifterna pa férpackningen och i produktinformationen.

e  Anvand Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit med livsmedels- och miljoprover som har validerats internt eller av en
tredje part.
Folj protokollet och utfor testerna exakt sa som beskrivs i relevant produktinformation.
Neogen har inte dokumenterat anvandningen av Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit inom andra industrier &n
livsmedels- och dryckesindustrin. Neogen har exempelvis inte dokumenterat produkten for testning av Iakemedel,
kosmetika, kliniska prover eller veterinarprover.

For att minska att riskerna som férknippas med felaktiga resultat leder till att kontaminerade produkter slapps ut ska
du:
° Anvand alltid Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit fére utgdngsdatumet.
e  Bered alltid arbetslésningar med anvéndning av koncentrerade reagens som hoér till Neogen Brazil Nut Protein
ELISA Kit vid 20-25 °C temperatur.
Neogen Brazil Nut Protein standardkoncentrat far inte frysas.
Om den kromogena substratlésningen blir blé ska den inte anvéandas. Félj god laboratoriesed' for att undvika
korskontaminering av Neogen kromogen substratlésning.
Neogen® Allergen Protein Testing Kits ar inte avsedda fér detektering av hydrolyserande proteiner.
Neogen Allergen Protein Testing Kits dr designade for att detektera proteiner fran processad mat som har [6sts upp
i Neogen Extraction Buffer. Vissa livsmedelsbearbetningsmetoder kan begransa upptackten av dessa malproteiner.
e  Viss livsmedelsbearbetning kan paverka detektionen av matproteiner med Neogen Allergen Protein Testing Kit.
Anvandare bor verifiera att metoden ar lamplig fér att méta anvandarens krav.

OBSERVERA

For att minska riskerna som férknippas med felaktiga resultat:

° Provstabilitet efter extraktioner har inte utvarderats. ELISA-proceduren bér genomféras strax efter
provextraktionen.

° Hantera Neogen Brazil Nut Protein standarder i enlighet med god laboratoriesed' for att undvika korskontaminering
av prover.

Se sidkerhetsdatabladet for mer information.

Besok var webbsida pd www.neogen.com eller kontakta din lokala Neogen-representant eller -aterforséaljare for mer
information om dokumentation av produktprestanda.

Anvandaransvar
Det aligger anvandarna att bekanta sig med produktinstruktioner och produktinformation. Bestk var webbsida pa
adressen www.neogen.com eller kontakta din lokala Neogen-representant eller -leverantor for mer information.

Precis som med alla testmetoder som anviands fér matanalys kan testmatrisen paverka resultaten. Vid val av
testmetod &r det viktigt att inse att externa faktorer som provtagningsmetod, testprotokoll, provpreparering, hantering
och laboratorieteknik kan paverka resultat. Matprovet i sig kan paverka resultatet.

Det ar anvandarens ansvar att valja en testmetod eller produkt och att utvardera tillrackligt antal prover for att forsdkra
anvandaren om att den valda testmetoden uppfyller anvandarens kriterier.

Det aligger ocksé anvandaren att faststalla att en testmetod och dess resultat uppfyller kraven fran dennes kunder och
leverantorer.

Liksom med alla testmetoder utgoér inte resultat som erhallits fran anvandning av ndgon produkt fran Neogen
Livsmedelshygien en garanti for kvaliteten hos de matriser eller processer som testats.

3
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Begrénsning av garantier/Begransad atgard

MED UNDANTAG AV VAD SOM UTTRYCKLIGEN ANGES | AVSNITT OM GARANTIBEGRANSNING FOR
INDIVIDUELLA FORPACKNINGAR, FRANSAGER SIG NEOGEN ALLA UTTRYCKLIGA OCH UNDERFORSTADDA
GARANTIER, INKLUSIVE, MEN INTE BEGRANSAT TILL, ALLA GARANTIER BETRAFFANDE SALJBARHET ELLER
LAMPLIGHET FOR ETT VISST ANDAMAL. Om nagon produkt frin Neogen Livsmedelshygien ar defekt kommer Neogen
eller dess auktoriserade leverantér att efter eget gottfinnande ersatta produkten eller aterbetala produktens inképspris.
Detta &r den enda ersattning som ges. Kontakta din Neogen-representant eller en godkand Neogen-distributér om du
har fler fragor.

Neogen ansvarsfriskrivning

NEOGEN KOMMER INTE ATT PATA SIG NAGOT ANSVAR FOR FORLUST ELLER SKADOR, VARE SIG DIREKTA,
INDIREKTA, SARSKILDA, TILLFALLIGA ELLER EFTERFOLJANDE SKADOR, INKLUSIVE, MEN INTE BEGRANSADE
TILL, FORLORADE VINSTER. Under inga omstandigheter ska Neogen:s ansvar i ndgot som helst lagrum &verskrida
inkdpspriset fér den pastatt defekta produkten.

Foérvaring och kassering
Forvara alla Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit-komponenter vid 2-8 °C temperatur. Férvara inte i frys. Forvara spadda
arbetsldsningar enligt beskrivningen i tabell 1.

Neogen Brazil Nut Protein ELISA Kit-komponenter bér inte anvandas efter utgangsdatumet. Utgdngsdatum och
partinummer anges pa etiketten pa ladans utsida.

Kassera enligt géllande lokala/regionala/industriella normer och féreskrifter.

Bruksanvisning
Folj alla anvisningar noggrant. Underlatenhet att géra detta kan leda till felaktiga resultat.

Beredning av reagens
Se till att alla reagenser har samma temperatur som omgivande temperatur (20-25 °C) innan anvandning. Anvand ren
laboratorieutrustning for att spada och lagra arbetslosningar.

a. Neogen extraktionsbuffert

For att bereda 1X extraktionsbuffert, tillsatt en del av Neogen extraktionsbuffert (4X) och spad i tre delar
avjoniserat eller destillerat vatten. Férvarm extraktionsbufferten (1X) till 50-60 °C i ett vattenbad eller skakinkubator
innan anvandning. Varje prov kraver 4,5 ml 1X extraktionsbuffert.

b. Neogen spadningslésning

For att bereda 1X spadningsldsning, tillsatt en del Neogen spadningsmedel (5X) till fyra delar avjoniserat eller
destillerat vatten. Varje prov kraver totalt 4,5 ml 1X spadningslésning.

c. Neogen tvittlosning

For att bereda 1X tvattldsning, tillsatt en del Neogen tvattldsning (20X) till 19 delar avjoniserat eller destillerat
vatten. Varje Neogen ELISA-brunn kraver ungefar 2,5 ml 1X tvattlésning.

Obs! Bildandet av kristaller i Neogen tvattlésningen (20X) kan ske vid lagring vid 2-8 °C. Fér uppldsning av kristaller,
varm Neogen tvattlésningen (20X) till 30-35 °C i ett vattenbad eller inkubator innan du bereder tvattlésningen (1X).

d. Neogen Brazil Nut HRP-konjugat

Foér att bereda 1X Brazil Nut HRP-konjugat, tillsatt en del av Neogen Brazil Nut HRP-konjugat (10X) och spad i 9
delar 1X spadningsldsning. Bered direkt innan anvandning. Varje Neogen ELISA-brunn kraver 100 ul 1X Brazil
Nut HRP-konjugat.

Provberedning
Obs! Alla prover bor extraheras med 1X extraktionsbuffert som férvarmts till 50-60 °C.

1.1 Bered prov for proteinextraktion i ett rent provrér eller engéngsror i enlighet med beskrivningen i tabell 2.
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Tabell 2. Provberedning

Provmatris Provstorlek Spédning (1/10)

Fast foda 0,5+0,02g Tillsatt 4,5 = 0,09 ml forvarmd 1X extraktionsbuffert
Flytande féda 0,5+0,01 ml Tillsatt 4,5 £ 0,09 ml forvarmd 1X extraktionsbuffert
Rengér-pa-plats (CIP) sista skdljvattnet 0,5+ 0,01 ml Tillsatt 4,5 = 0,09 ml férvarmd 1X extraktionsbuffert

b ¢

-

4.5 mL1X
Extraction buffer

Flytande

@~ .
0.5/mL 4.5 mL1X

Extraction buffer

fil

- — + L\’
- / L
0.5 mL 4.5 mL1X

Extraction buffer

1.2 Inkubera utspddda prover i ett skakvattenbad eller skakinkubator vid 50-60 °C under 25 + 1 minuter. Ett annat
alternativ ar att Iamna proverna i ett vattenbad eller inkubator vid 50-60 °C och skaka manuellt under 1 minut var
femte minut.

1.3 Efter inkubering ska proverna centrifugeras vid 5 000-7 000 rpm (3 000 x g) under 20 till 30 sekunder fér att pellera
partiklar eller |dta dem sedimentera i 5 minuter i en provrorsstéallning.

1.4 Samlain 100 pl frdn det mellanliggande (vattenhaltiga) lagret och tillsatt det till 900 pl spadningslésning (1X).
Vortexblanda eller skaka fér att blanda val (detta motsvarar en 1/100 spadning av det ursprungliga provet.)

50-60 °C

00:25:00 -
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ELISA-procedur

2.1

Avliagsna en Neogen ELISA-brunn per prov och/eller standard och placera brunnarna i brunnh3llaren. Aterfor de
oanvanda Neogen ELISA-brunnarna till foliepasen, férsegla pasen och férvara den vid 2-8 °C.

2.2 Anvand Neogen® Brazil Nut Protein standardkoncentrat for att bereda en uppséattning av fyra standarder spadda i
spadningsbuffert (1X).
Standardnummer Standardkoncentration Volym fér standard som lagts Volym for 1X
(ng/ml) till 1X spadningsmedel spadningslésning
4 270 10 pl av Neogen Brazil Nut 990 ul
Protein standardkoncentrat

3 20 200 pl av standardnummer 4 400 pl
2 30 200 pl av standardnummer 3 400 pl
1 10 200 pl av standardnummer 2 400 pl
0 0 0 400 pl

2.3 Pipettera 100 pl av varje standard i Neogen ELISA-brunnarna.

2.4
2.5

2.6
2.7

2.8

2.9

Standard O (1X sp&dningslésning)
Standard 1 (10 ng/ml) ppb
Standard 2 (30 ng/ml) ppb
Standard 3 (90 ng/ml) ppb
Standard 4 (270 ng/ml) ppb

Pipettera 100 pl av det extraherade provet som bereddes i 1.4 i en Neogen ELISA-brunn.

Inkubera Neogen ELISA-brunnarna pé en orbital shaker installd till 400 rpm vid omgivande temperatur (20-25 °C)
under 30 = 2 minuter. Hall brunnarna tackta och vid horisontell jamn héjdniva under detta steg for att férhindra
avdunstning.

Efter inkubationen ska innehallet i Neogen ELISA brunnarna aspireras.

Fyll varje Neogen ELISA brunn fullstandigt med 1X tvattlésning och aspirera. Om tvatten gérs manuellt ska plattan
inverteras och innehéllet ska hillas/skakas ut i en avfallsbehéllare. SI& brunnarna hart mot ett absorberande papper
for att avlagsna resterande tvattlosning. Upprepa detta steg tre ganger for totalt fyra tvattar.

Pipettera 100 pl av 1X Brazil Nut HRP-konjugat i varje Neogen ELISA brunn. Inkubera pa en orbital shaker installd
pé 400 rpm vid omgivningstemperatur under 10 = 2 minuter. Hall plattan tackt i mérker och vid horisontell jamn
héjdniva under detta steg.

Upprepa steg 2.6 och 2.7 fér att slutféra totalt fyra tvattar med tvattldsning (1X).

2.10 Pipettera 100 pl av Neogen kromogen substratlésning (TMB) i varje Neogen ELISA brunn.

2.11 Inkubera pé en orbital shaker instélld till 400 rpm vid omgivningstemperatur under 10 minuter. Hall plattan tackt i

morker och vid horisontell jamn héjdniva under detta steg.

2.12 Efter inkubering, tillsatt 100 pl av Neogen stopplésning i varje Neogen ELISA brunn och bestam absorbansen (vid

450 nm) inom 30 minuter.




e Buter

e Buter

00:10:00/omgivande temperatur

Y
% M
X
_—
<
Chromogenic
Substrate Solution -

00:10:00/omgivande temperatur

Resultatanalys

3.1

3.2

Subtrahera det genomsnittliga bakgrundsviardet fér varje prov (genomsnittlig absorbansavlasning av provet minus
genomsnittlig absorbansavlasning av standard noll.)

Anvand en datorprogramvara som kan generera en 4-parameters logistikkurvanpassning och konstruera en
standardkurva genom att plotta koncentrationen i ng/ml (ppb) pé x-axeln och absorbansavlasningen till varje
motsvarande standard pa y-axeln. Ett andra ordningens polynom (kvadratisk) eller andra kurvanpassningar kan
ocksé anvandas; de kommer emellertid att ge en mindre exakt passning av data.
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3.3 Beradkna provkoncentrationerna fran standardkurvan; resultatenheten ar i ng/ml (ppb). Multiplicera sedan med

provutspadningsfaktorn for att fa originalprovets koncentration. Om exempelvis den totala spadningen av provet
ar 1/100 och provkoncentrationen fér standardkurvan dr 200 ng/ml (ppb) &r den slutliga provkoncentrationen
200 ng/ml x 100 = 20 000 ng/ml (ppb), vilket &r 20 pg/ml (ppm).

Minsta prestandaegenskaper

a. Detektionsgransen (Limit of Detection, LOD) &r 1,3 ng/ml (ppb)
Detektionsgrénsen definieras som den lagsta koncentrationen av allergenet i ett testprov som kan sarskiljas fran
ett sant blindprov vid en bestdmd sannolikhetsniva®. Den bestams genom att lagga till tre standardavvikelser till det
genomsnittliga optiska densitetsvardet for fyrtioatta standard nollreplikat och berdkna motsvarande koncentration.
b. Kvantifieringsgransen (Limit of Quantification, LOQ) &r 1 ppm
Kvantifieringsgrénsen definieras som den lagsta nivan av allergenet i ett testprov som rimligen kan kvantifieras vid
en specificerad niva av precision®.
Precision
Metodens inbyggda precision Medelvarde %CV = <10 N=12
Internprecision fér metoden Medelvarde %CV = <10 N=12
Referenser
1. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices for

Nonclinical Laboratory Studies.
ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

Abbott, M., Hayward, S., Ross, W., Godefroy, S.B., Ulberth, F., Van Hengel, A. J., Roberts, J., Akiyama, H., Popping,
B., Yeung, J.M., Wehling, P., Taylor, S., Poms, R.E., and Delahaut, P. (2010). Appendix M: Validation Procedures for
Quantitative Food Allergen ELISA Methods: Community Guidance and Best Practices. J. AOAC Int. 93, 442-450.
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X NEOGEN e
Produktvejledning

Paranad Protein ELISA Kit

En enzymkoblet immunosorbent-analyse (ELISA) til kvantitativ analyse af parangdproteiner.

Teknisk beskrivelse og tilsigtet anvendelse
Neogen® Parangd Protein ELISA Kit er beregnet til pavisning af paranagdproteiner i clean-in-place (CIP) slutskyllevand,
miljgmeessige prover, fedevareingredienser og forarbejdede fgdevarer.

Neogen Parangd Protein ELISA Kit bruger en sandwich-ELISA. Parangdproteinerne, som er til stede i praven,

reagerer med antiparangd-antistoffet, der er adsorberet til overfladen af polystyrenmikrotiterbrgnde. Efter fjernelse

af ubundne proteiner ved vask tilseettes antiparangd-antistoffer konjugeret med peberrodsperoxidase (HRP). Disse
enzymmaerkede antistoffer danner komplekser med det tidligere bundne parangdprotein. Efter et andet vasketrin
detekteres enzymet bundet til immunosorbenten ved tilseetning af et kromogent substrat, 3,3’,5,5-tetramethylbenzidin
(TMB). Farveudviklingen fra denne enzymatiske reaktion varierer direkte med koncentrationen af paranadprotein i den
testede prave; absorption ved 450 nm er sadledes et mal for koncentrationen af parangdprotein i testprgven. Maengden
af parangdprotein i testpraven kan ekstrapoleres fra standardkurven, konstrueret ud fra standarder med kendt
koncentration og justeret til at tage hgjde for prevefortyndingen.

Neogen Parangd Protein ELISA Kit er beregnet til brug i laboratorieomgivelser af fagfolk, der er uddannede i
laboratorieteknikker. Neogen har ikke dokumenteret brugen af dette produkt i andre brancher end fgde- og
drikkevarebranchen. For eksempel har Neogen ikke dokumenteret dette produkt til test af medicinalvarer, kosmetiske,
kliniske eller veterinaere prgver. Neogen Parangd Protein ELISA Kit er ikke blevet evalueret med alle mulige
fedevareprodukter, fadevareprocesser og testprotokoller.

Neogen Parangd Protein ELISA Kit indeholder 96 brgnde, der er beskrevet i tabel 1.

Tabel 1. Kittets komponenter

Artikel Identifikation Klargering Opbevaring Stabilitet
(Se afsnittet
Reagensklargering
for detaljer)

Neogen® Parangd En foliepose med en Klar til brug. 2-8 °Ciforseglet | Genforsegl|
Protein ELISA-brende | plade af 96 aftagelige foliepose med folieposen,
antistofbelagte brgnde. terremiddel. der indeholder

ubrugte brgnde
og terremiddel.
Opbevares ved
2-8 °C for at
opretholde
stabiliteten indtil
udlgbsdatoen for

kittet.
Neogen® Parangd Et heetteglas med 1,5 ml Fortynd 1/10 2-8 °Cimgrke. | 10X konjugatet
HRP-konjugat (10X) 10X peberrodsperoxidase umiddelbart inden er stabilt indtil

(HRP) konjugeret antistof brug for at lave en udlgbsdatoen for

I (10X). 1X arbejdsoplgsning. kittet.
Neogen® Et heetteglas med en Der henvises til 2-8 °C. Undlad Neogen
Parangd Protein kendt koncentration af afsnittet ELISA- at fryse. Parangd Protein
standardkoncentrat parangdprotein. procedure for standardkoncentrat

standardklarggring. er stabilt indtil

_ udlgbsdatoen for
kittet.




(Dansk) ‘ﬁ H

skal opvarmes til
50-60 °C fer brug.

Neogen-ekstrak-
tionsbufferkon-
centrat.

Neogen®-fortynder En flaske med 50 ml af 5X Fortynd 1/5 2-8°C 5X Neogen-fortyn-
(5X) fortynder. umiddelbart inden deroplgsning er stabil
brug for at lave en indtil udlgbsdatoen
_ 1X arbejdsoplasning. for kittet.
Neogen®- En flaske med 50 ml af 20X | Fortynd 1/20 2-8 °C for 20X Neogen-
vaskeoplgsning (20X) | vaskeopl@sning. for at lave en 1X bade 1X vaskoplgsningen
arbejdsoplesning. arbejdsoples- er stabil indtil
ning og 20X udlgbsdatoen
vaskoplgsnings- | for kittet. 1X
koncentrat. vaskeoplgsningen er
_ stabil i mindst en uge
efter klargaring.
Neogen®- En flaske med 120 ml af 4X | Fortynd 1/4 for 2-8 °C for 1X ekstraktionsbuffer
ekstraktionsbuffer ekstraktionsbuffer. atlave en 1X bade 1X og 4X
E26 (4X) arbejdsoplgsning. arbejdsoplgs- Neogen-ekstraktions-
Arbejdsoplgsningen | ning og 4X buffer er stabile indtil

udlgbsdatoen for
kittet.

Neogen®- En flaske med 12 ml af Klar til brug. 2-8 °Cimgrke. |Beskyt mod lys.
kromogenisk 3,3’,5,5-tetramethylbenzidin Neogen-kromogenisk
substratopl@sning (TMB). substratopl@sning

er stabil indtil
_ udlgbsdatoen for

kittet.
Neogen®- En flaske med 12 ml af 0,3 Klar til brug. 2-8°C Neogen-
stopoplesning M svovlsyre. stopoplgsningen

er stabil indtil

udlgbsdatoen for
kittet.

Materialer, der ikke fglger med kittet:

Reagensrgr

Timer

Orbital ryster
Sikkerhed

Mikrotiterpladevasker/aspirator
Destilleret eller deioniseret vand
Mikrotiterpladeafieeser

Assorteret laboratorieudstyr til fremstilling af reagenser og bufferoplasninger

Vortex-blander
Rystevandbad eller rysteinkubator

Preecisionspipetter og pipettespidser til at indsamle 10 til 100 pl

Brugeren skal laese, forsta og falge alle sikkerhedsoplysninger i instruktionerne til Neogen Paranad Protein ELISA Kit.
Gem sikkerhedsvejledningen til fremtidig reference.

A\ ADVARSEL: Indikerer en farlig situation, som kan resultere i dedsfald eller alvorlig personskade og/eller skade p&
ejendele, hvis denne ikke undgas.

BEMARK: Indikerer en potentielt farlig situation, som udger en risiko for beskadigelse af ejendom, hvis den ikke

undgas.

A ADVARSEL

For at reducere risici forbundet med eksponering for kemikalier:
° Bortskaffes i henhold til geeldende lokale/regionale/nationale/industristandarder og regulativer.
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° Brugeren skal uddanne sit personale i de aktuelle, korrekte testteknikker; for eksempel god laboratoriepraksis' eller
ISO/IEC 170252
° Folg altid sikkerhedspraksis for et standardlaboratorium, inklusive brug af passende beskyttelsesudstyr og
beskyttelsesbriller under handtering af reagenser.
° Undgé hudkontakt med Neogen-stopopl@sning. Se sikkerhedsdatablad for yderligere sikkerhedsoplysninger.

For at mindske risiciene i forbindelse med falske negative resultater, der forer til frigerelse af kontamineret produkt:
e  Opbevar Neogen Parangd Protein ELISA Kit som angivet pa pakken og i produktvejledningen.
e  Anvend Neogen Parangd Protein ELISA Kit til fedevare og miljgprever, der er blevet godkendt internt eller af en
tredjepart.
Felg proceduren, og udfer tests preecist som angivet i produktvejledning.
Neogen har ikke dokumenteret brugen af Neogen Paranad Protein ELISA Kit i andre brancher end fade- og
drikkevarebranchen. For eksempel har Neogen ikke dokumenteret dette produkt til test af medicinalvarer,
kosmetiske, kliniske eller veterinaere prover.

For at mindske risiciene i forbindelse med ungjagtige resultater, der forer til frigerelse af kontamineret produkt:

e  Anvend altid Neogen Parangd Protein ELISA Kit inden udlgbsdatoen.

e  Klarger altid arbejdsoplasninger ved hjzelp af Neogen Paranad Protein ELISA Kit-koncentrerede reagenser ved 20-25 °C
temperatur.
Undlad at fryse Neogen Parangd Protein standardkoncentrat.
Hvis den kromogeniske substratoplasning bliver bla, méa den ikke bruges. Falg god laboratoriepraksis’ for at undga
krydskontaminering af Neogen-kromogenisk substratopl@sning.
Neogen® Allergen Testing Kits er ikke beregnet til detection af hydrolyseret proteiner.
Neogen Allergen Protein Testing Kits er designet til at pavise proteiner fra forarbejdede fadevarer, nar de er
oplast i Neogen-ekstraktionsbuffer. Nogle metoder til fadevareforarbejdning kan begraense pavisningen af disse
malproteiner.

° Nogle former for fedevareforarbejdning kan pavirke pavisningen af fedevareproteiner med Neogen Allergen
Protein Testing Kits. Brugere skal kontrollere, at metoden er egnet til at deekke det aktuelle behov.

BEMAZARK

For at reducere risici forbundet med ungjagtige resultater:

° Prevestabilitet efter ekstraktioner er ikke blevet evalueret. ELISA-proceduren bgr udfgres lige efter
preveekstraktion.

° Handter Neogen Parangd Protein-standarder efter god laboratoriepraksis' for at forhindre krydskontaminering af
prever.

Se sikkerhedsdataarket for yderligere information.

For oplysninger om dokumentation af produktets kapacitet, s besag vores hjemmeside www.neogen.com, eller kontakt
din lokale Neogen-repreesentant eller -distributer.

Brugeransvar
Brugerne er ansvarlige for at gere sig bekendt med produktvejledninger og oplysninger. Besag vores websted pa
www.neogen.com, eller kontakt din lokale Neogen-repraesentant eller -distributer for yderligere oplysninger.

Som med alle testmetoder, der anvendes til fedevareanalyse, kan testmatricen pavirke resultaterne. Nar der veelges
en testmetode, er det vigtigt, at man er klar over, at eksterne faktorer sdsom prgveudtagningsmetoder, testprotokoller,
klarggring af prgven, handtering samt laboratorieteknikker kan péavirke resultaterne. Selve fadevareprgven kan pavirke
resultaterne.

Ved udveelgelse af en testmetode eller et produkt er det brugerens eget ansvar at vurdere et tilstreekkeligt antal prever
for at tilfredsstille brugeren om, at den valgte testmetode opfylder brugerens kriterier.

Det er ogsa brugerens eget ansvar at fastseette, at alle testmetoder og resultater lever op til kundernes og
leverandgrernes krav.

Som med alle andre testmetoder geelder det, at de resultater, der opnas med dette Neogen Food Safety-produkt, ikke
giver garanti for kvaliteten af de testede matricer og processer.

Begraensning af garantier/begraensede befgjelser

BORTSET FRA HVAD DER ER UDTRYKKELIGT ANF@RT | DEN BEGRANSEDE GARANTI TIL INDIVIDUEL
PRODUKTEMBALLAGE, FRASIGER NEOGEN SIG ALLE UDTRYKKELIGE OG UNDERFORSTAEDE GARANTIER
INDBEFATTET MEN IKKE BEGRANSET TIL ENHVER SALGBARHEDSGARANTI ELLER EGNETHED TIL EN BESTEMT

3
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ANVENDELSE. Hvis et Neogen Food Safety-produkt er beheeftet med fejl eller mangler, vil Neogen eller en af dennes
autoriserede distributgrer efter dennes eget skan udskifte eller refundere produktets kabspris. Dette er den eneste til
radighed veerende afhjeelpning. Kontakt venligst din Neogen-repraesentant eller autoriserede Neogen-distributgr for
yderligere spgrgsmal.

Begrzaensning af Neogen's ansvar

NEOGEN SKAL IKKE HOLDES ANSVARLIG FOR EVT. TAB ELLER SKADER, HVAD END DE ER OPSTAET DIREKTE,
INDIREKTE, UNDER SZARLIGE OMSTANDIGHEDER ELLER TILFALDIGE SKADER INDBEFATTET MEN IKKE
BEGRANSET TIL MISTET FORTJENESTE. Under ingen omstaendigheder skal Neogen's erstatningsansvar kunne
overstige kebsprisen af produktet der efter sigende er behzeftet med fejl.

Opbevaring og bortskaffelse
Opbevar Neogen Parangd Protein ELISA Kit-indhold ved 2-8 °C. Undlad at fryse. Opbevar fortyndede
arbejdsoplgsninger som beskrevet i tabel 1.

Neogen Parangd Protein ELISA Kit-komponenter ma ikke anvendes efter udlgbsdatoen. Udlgbsdato og lotnummer
findes pa aeskens udvendige meerkat.

Bortskaffes i henhold til geeldende lokale/regionale/nationale/industristandarder og regulativer.

Brugsanvisning
Felg omhyggeligt alle vejledninger. Hvis dette ikke overholdes, kan det medfgre ungjagtige resultater.

Klargering af reagens
Bring alle reagenser til omgivelsestemperatur (20-25 °C) fgr brug. Brug rent laboratorieudstyr til at fortynde og opbevare
arbejdsoplasninger.

a. Neogen-ekstraktionsbuffer

For at klargare 1X ekstraktionsbuffer skal du tilseette én del af Neogen-ekstraktionsbuffer (4X) og fortynde i tre dele
deioniseret eller destilleret vand. Forvarm ekstraktionsbufferen (1X) til 50-60 °C i et vandbad eller rysteinkubator
fer brug. Hver prave kraever 4,5 ml af 1X ekstraktionsbuffer.

b. Neogen-fortynderoplgsning

For at klargare 1X fortynderoplasning skal du tilseette én del af Neogen-fortynder (5X) til fire dele deioniseret eller
destilleret vand. Hver prgve kreever 4,5 ml af 1X fortynderoplesning.

c. Neogen-vaskeoplgsning

For at klargare 1X -vaskeoplgsning skal du tilseette én del af Neogen-vaskeoplasning (20X) til 19 dele deioniseret
eller destilleret vand. Hver Neogen ELISA-brgnd kreever ca. 2,5 ml 1X vaskeoplasning.

Bemaerk: Dannelsen af krystaller i Neogen-vaskeoplgsningen (20X) kan forekomme, nér den opbevares ved 2-8 °C.
For at opl@se krystaller opvarmes Neogen-vaskoplgsningen (20X) til 30-35 °C i et vandbad eller en inkubator inden
klargering af vaskeoplasningen (1X).

d. Neogen Paraned HRP-konjugat

For at klargare 1X Parangd HRP-konjugat skal du tilssette én del af Neogen Parangd HRP-konjugat (10X) og
fortynde i 9 dele af 1X fortynderoplasning. Klargar umiddelbart far brug. Hver Neogen ELISA-brgnd kreever 100 pl
af 1X Parangd HRP-konjugat.

Praveforberedelse
Bemeerk: Alle prever skal ekstraheres med 1X ekstraktionsbuffer forvarmet til 50-60 °C.
1.1 Klarger prave til proteinekstraktion i et rent reagensrar eller engangsrar som beskrevet i tabel 2.

Tabel 2. Prgveforberedelse

Prevematrix Prgvestarrelse | Fortynding (1/10)

Faste fadevarer 0,5+0,02¢g Tilseet 4,5 + 0,09 ml af forvarmet 1X ekstraktionsbuffer
Flydende fedevarer 0,5+ 0,01 ml Tilseet 4,5 + 0,09 ml af forvarmet 1X ekstraktionsbuffer
Clean-in-place (CIP) slutskyllevand 0,5+ 0,01 ml Tilseet 4,5 + 0,09 ml af forvarmet 1X ekstraktionsbuffer




Flydende

0.5mL
2
cIP
-

0.5mL

-

4.5 mL1X
Extraction buffer

D

4.5 mL1X
Extraction buffer

4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2

1.3

1.4
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Inkuber fortyndede prever i et rystevandbad eller rysteinkubator ved 50-60 °C i 25 = 1 minutter. En anden mulighed
er at efterlade pregverne i et vandbad eller en inkubator ved 50-60 °C og manuelt ryste i 1 minut hvert 5. minut.

Efter inkubering centrifugeres praver ved 5000-7000 o/min. (3000 x g) i 20 til 30 sekunder for at pille partikler eller
lade dem seette sig i 5 minutter i et reagensrarstativ.

Indsaml 100 pl fra midterste (vandig) lag, og tilseet de til 900 pl af fortynderoplagsning (1X). Bland eller ryst for at

blande godt (dette svarer til en 1/100-fortynding af den oprindelige prave.)

50-60 °C
00:25:80

00:05:

A —

oo

3000 g/80:00:30

100yl %
900l ==

_— .
X Diluent

=

_ 5



ELISA-procedure
Fjern en Neogen ELISA-brand pr. preve og/eller standard, og placer brendene i brendholderen. Leeg de ubrugte
Neogen ELISA-bregnde tilbage i folieposen. Genforsegl og returner til opbevaring ved 2-8 °C.

2.1
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2.2 Brug Neogen Parangd Protein standardkoncentratet til at klargere et seet af fire standarder fortyndet i
fortynderoplgsning (1X).

Standardnummer Standardkoncentration Mangde af standard tilsat til Maengde af 1X
(ng/mL) 1X fortynder fortynderoplasning
4 270 10 pl af Neogen Paranad 990 ul
Protein standardkoncentrat
3 20 200 pl af standardnummer 4 400 pl
2 30 200 pl af standardnummer 3 400 pl
1 10 200 pl af standardnummer 2 400 pl
0 0 0 400 pl

2.3

2.4
2.5

2.6
2.7

2.8

Pipettér 100 pl af hver standard ind i Neogen ELISA-brgnde.

Standard O (1X fortynderoplgsning)

Standard 1 (10 ng/ml) ppb
Standard 2 (30 ng/ml) ppb
Standard 3 (90 ng/ml) ppb
Standard 4 (270 ng/ml) ppb

Pipettér 100 pl af den ekstraherede prgve klargjorti 1.4 ind i en Neogen ELISA-brgnd.

Inkubér Neogen ELISA-brgnde péa en orbital ryster indstillet til 400 o/min. ved omgivelsestemperatur (20-25 °C) i
30 £ 2 minutter. Hold brgndene daekket og nivelleret under dette trin for at forhindre fordampning.

Efter inkubation aspireres indholdet af Neogen ELISE-brgnde.

Fyld hver Neogen ELISA-brgnd helt med 1X vaskeoplasning og aspirer. Hvis vasken udfgres manuelt, skal du vende
pladen og heelde/ryste indholdet ud i en affaldsbeholder og sla brendene skarpt pa absorberende papir for at fjerne
resterende vaskeoplgsning. Gentag dette trin tre gange for i alt fire vaske.

Pipettér 100 pl af 1X Parangd HRP-konjugat ind i hver Neogen ELISA-brgnd. Inkubér pa en orbital ryster indstillet til
400 o/min. ved omgivelsestemperatur i 10 + 2 minutter. Hold pladen deekket i merket og nivelleret under dette trin.

2.9 Gentag trin 2.6 og 2.7 for at feerdiggere i alt fire vaske med vaskopl@sning (1X).

2.10 Pipettér 100 pl af Neogen-kromogenisk substratoplgsning (TMB) ind i hver Neogen ELISA-brgnd.

2.11 Inkubér pa en orbital ryster indstillet til 400 o/min. ved omgivelsestemperatur i 10 minutter. Hold pladen daekket i
merket og nivelleret under dette trin.

2.12 Efter inkubation skal du tilssette 100 pl af Neogen-stopoplesning til hver Neogen ELISA-brgnd og bestemme

absorptionen (ved 450 nm) inden for 30 minutter.

100ul T b 3 4
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Resultatanalyse

3.1

3.2

3.3

Subtrahér den gennemsnitlige baggrundsveerdi for hver prave (gennemsnitlig absorptionsafleesning af prgven
minus gennemsnitsabsorptionsafleesning af standard nul.)

Konstruér, ved hjaelp af en computersoftware, der er i stand til at generere en fireparameterlogistikkurvepasning,
en standardkurve ved at plotte koncentrationen i ng/ml (ppb) pa x-aksen og absorptionsafieesningen til hver
tilsvarende standard pa y-aksen. En anden rackkefglge polynomiske (kvadratiske) eller andre kurvetilpasninger kan
ogsa anvendes; de vil imidlertid vaere en mindre preecis tilpasning af dataene.

Beregn prevekoncentrationerne ud fra standardkurven; resultatenheden er i ng/ml (ppb). Derefter multipliceres
med pravefortyndingsfaktor for at fa koncentrationen af originalpraven. For eksempel, hvis den samlede
fortynding af praven er 1/100, og pr@vekoncentrationen af standardkurven er 200 ng/ml (ppb), er den endelige
pravekoncentration 200 ng/ml x 100 = 20.000 ng/ml (ppb), som er 20 ug/ml (ppm).

Minimumsydeevneegenskaber

a.

Detektionsgreensen (LOD) er 1,3 ng/ml (ppb)

Detektionsgreensen defineres som den laveste koncentration af allergenet i en testprgve, som kan skelnes fra en
aegte blindprave ved et bestemt sandsynlighedsniveau®. Den bestemmes ved at tilfgje tre standardafvigelser til den
gennemsnitlige optiske densitetsveerdi af 48 standard nulreplikater og beregne den tilsvarende koncentration.

Kvantifikationsgreensen (LOQ) er 1 ppm

Kvantifikationsgreensen defineres som det laveste niveau af allergenet i en testprave, som med rimelighed kan
kvantificeres ved et bestemt praecisionsniveau®.
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Intraanalyse-praecision

Gennemsnit XCV =<10

N=12

Interanalyse-preecision

Gennemsnit %CV =<10

N=12

Referencer

1. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices for

Nonclinical Laboratory Studies.

ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

Abbott, M., Hayward, S., Ross, W., Godefroy, S.B., Ulberth, F., Van Hengel, A. J., Roberts, J., Akiyama, H., Popping,
B., Yeung, J.M., Wehling, P., Taylor, S., Poms, R.E., and Delahaut, P. (2010). Appendix M: Validation Procedures for
Quantitative Food Allergen ELISA Methods: Community Guidance and Best Practices. J. AOAC Int. 93, 442-450.
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Produktveiledning

Parangttprotein ELISA Kit

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) for kvantitativ analyse av parangttproteiner.
Produktbeskrivelse og tiltenkt bruk

Neogen® Paranattprotein ELISA Kit er beregnet for & pavise parangttproteiner i CIP skyllevann, miljgpraver,
naeringsmiddelingredienser og prosesserte naeringsmidler.

Neogen parangttprotein ELISA Kit bruker en sandwich ELISA. Parangttproteinene som er til stede i preven, reagerer
med antistoffet anti-parangtt, som har blitt adsorbert til overflaten av polystyrenmikrotiterbrgnnene. Etter fjerning

av ubundne proteiner ved vasking, tilsettes antistoffer for anti-parangtt som er konjugert med pepperrotperoksidase
(HRP). Disse enzymmerkede antistoffene danner komplekser med det tidligere bundne parangttproteinet. Etter et

andre vasketrinn detekteres enzymet som er bundet til immunosorbenten ved tilsetning av et kromogent substrat,

3,3, 5,5'-tetrametylbenzidin (TMB). Fargeutviklingen fra denne enzymatiske reaksjonen varierer direkte med
konsentrasjonen av parangttprotein i prgven som testes, absorbansen ved 450 nm er saledes et mal for konsentrasjonen
av parangttprotein i testprgven. Mengden parangttprotein i preven kan ekstrapoleres fra standardkurven, konstruert fra
standarder med kjent konsentrasjon, og justeres for & vurdere pragvefortynningen.

Neogen parangttprotein ELISA Kit er beregnet for bruk i laboratoriemiljg av kompetente labteknikere som er utdannet i
laboratorieteknikker. Neogen har ikke godkjent dette produktet for bruk i andre industrier enn mat og drikke. Neogen har
for eksempel ikke godkjent dette produktet for testing av farmaseaytiske, kosmetiske, kliniske eller veterinaerprgver. Neogen
parangttprotein ELISA Kit har ikke blitt evaluert med alle mulige naeringsmidler, naeringsmiddelprosesser og testprotokoller.

Neogen parangttprotein ELISA Kit inneholder 96 brgnner, beskrevet i tabell 1.

Tabell 1. Settkomponenter

Objekt

Beskrivelse

Preparering
(se delen
Preparering
av reagens for
detaljer)

Oppbevaring

Stabilitet

Neogen®
parangttprotein
ELISA-brgnner

En foliepose med en
plate med 96 avtagbare
antistoffbelagte brenner.

Klar til bruk.

2-8 °C i forseglede
folieposer med
terkemiddel.

Lukk folieposen
som inneholder
ubrukte brgnner
og terkemiddel.
Oppbevares ved
2-8°Cfora
opprettholde
stabiliteten til
utlgpsdatoen for
settet.

Neogen® parangtt

Et hetteglass med 1,5 ml

Fortynn 1/10

2-8 °C i market.

10X-konjugatet

parangttprotein
standard konsentrat

kjent konsentrasjon av
parangttprotein.

prosedyredelen
for standard
preparering.

fryses.

HRP Conjugate (10X) | 10X pepperrotperoksidase |umiddelbart far er holdbart til
(HRP) konjugert antistoff bruk for & lage en utlgpsdatoen for

I (10X). 1X arbeidslgsning. settet.

Neogen® Et hetteglass med Se ELISA- 2-8 °C. Ma ikke Neogen

parangttprotein
standard konsentrat
er holdbart til
utlepsdatoen for
settet.
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Neogen®
fortynningsmiddel
(5X)

En flaske med 50 ml 5X
fortynningsmiddel.

Fortynn 1/5
umiddelbart
fer bruk for
alageen 1X

arbeidsoppl@sning.

2-8°C

5X Neogen
fortynningsmiddel
er holdbar til
utlgpsdatoen for
settet.

Neogen® vaskelgsning
(20X)

En flaske med 50 ml 20X
vaskelgsning.

Fortynn 1/20
for & lage en 1X
arbeidslgsning.

2-8 °C for bade 1X
arbeidslasning og
20X vaskelgsning-
skonsentrat.

20X Neogen
vaskelgsningen

er holdbar til
utlepsdatoen

for settet.
1X-vaskelgsningen er
holdbar i minst en uke
etter preparering.

Neogen®
Ekstraksjonsbuffer
E26 (4X)

En flaske med 120 ml 4X
ekstraksjonsbuffer.

Fortynn 1/4 for
alage en 1X
arbeidslgsning.
Arbeidslgsningen
skal varmes opp til
50-60 °C fer bruk.

2-8 °C for bade 1X
arbeidslgsningen
og 4X Neogen
ekstraksjonsbuffer-
konsentratet.

1X ekstraksjonsbuffer
og 4X Neogen
ekstraksjonsbuffer

er holdbare til
utlepsdatoen for
settet.

stopplesning

svovelsyre.

Neogen® kromogen En flaske med 12 ml Klar til bruk. 2-8 °C i megrket. Beskytt mot lys.
substratlgsning 3,3.5,5'-tetrametylbenzidin Neogen kromogen
(TMB). substratlgsningen
er holdbar frem til
_ utlgpsdatoen for
settet.
Neogen® En flaske 12 ml med 0,3 m | Klar til bruk. 2-8°C Neogen stoppl@sning

er holdbar til
utlepsdatoen for
settet.

Materialer som ikke fglger med i settet:

Mikrotiterplate vaskemaskin/aspirator
Destillert eller deionisert vann
Mikrotiter Automatisk Avleser
Assortert laboratoriemateriell for fremstilling av reagenser og bufferlgsninger

Risting av vannbad eller risting av inkubator

[}

° Reagensrgr

[ ]

[

[

[ ]

e Timer

e  Reagensrgrrister

[ ]

e  Orbital rister
Sikkerhet

Presisjonspipetter og pipettespisser for @ samle 10 til 100 pl

Brukeren mé lese, forsta og felge all sikkerhetsinformasjon i bruksanvisningen for Neogen parangttprotein ELISA Kit.

Behold sikkerhetsveiledningen for fremtidig referanse.

A\ ADVARSEL: Indikerer en farlig situasjon som, om den ikke unngés, kan resultere i dad eller alvorlig personskade
og/eller materielle skader.

MERKNAD: Indikerer en potensielt farlig situasjon som, om den ikke unngas, kan fgre til materielle skader.

A ADVARSEL

For & redusere risikoene forbundet med eksponering for kjemikalier:
e Avhendes i henhold til gjeldende lokale/regionale/nasjonale/bransjemessige standarder og forskrifter.
° Brukeren ma lzere opp personalet i ndvaerende riktig testteknikk, for eksempel god laboratoriepraksis' eller ISO/IEC

170252,
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e  Fglg alltid standard praksis for laboratoriesikkerhet, inkludert bruk av egnet personlig verneutstyr og @yevern ved
handtering av reagensrar.
° Unngé hudkontakt med Neogen stoppl@sningen, se sikkerhetsdatabladet for ytterligere sikkerhetsinformasjon.

For a redusere risiko forbundet med falsk-negative resultater som kan fore til frislipp av kontaminert produkt:
Oppbevar Neogen parangttprotein ELISA Kit slik som beskrevet pa pakningen og i produktveiledningen.

Bruk Neogen parangttprotein ELISA Kit med mat- og miljgpraver som er godkjent internt eller av en tredjepart.
Foelg protokollen og utfer testene akkurat slik de beskrives i produktveiledning.

Neogen har ikke godkjent Neogen parangttprotein ELISA Kit for bruk i andre bransjer enn mat og drikke.
Neogen har for eksempel ikke godkjent dette produktet for testing av farmasgytiske, kosmetiske, kliniske eller
veterinzerprever.

For a redusere risiko forbundet med ungyaktige resultater som kan fare til utslipp av kontaminert produkt:

° Bruk alltid Neogen parangttprotein ELISA Kit fgr utlgpsdatoen.

° Preparer alltid arbeidslagsninger ved hjelp av de konsentrerte reagensene i Neogen parangttprotein ELISA Kit ved en
temperatur pa 20-25 °C.
Neogen parangttprotein standard konsentratet ma ikke utsettes for frost.
Ikke bruk kromogen substratlgsning hvis den blir bla. Fglg god laboratoriepraksis' for &8 unnga krysskontaminering
av Neogen kromogen substratlgsning.
Neogen® Allergen Protein testkit er ikke beregnet for pavisning av hydrolyserte proteiner.
Neogen Allergen Protein kits er designet for & detektere proteiner fra prosesserte naeringsmider lgst opp i Neogen
ekstraksjonsbuffer. Noen produksjonsmetoder kan hemme deteksjon av disse proteinene.

° Noen produksjonsmetoder for naeringsmidler kan ha en pavirkning pa deteksjon av proteiner ved bruk av Neogen
Allergen protein kits. Brukere bgr verifisere at metoden er egnet til forméalet og mater brukerens krav.

MERKNAD

For a redusere risikoen forbundet med ungyaktige resultater:

° Prgvestabilitet etter ekstraksjon har ikke blitt evaluert. ELISA-prosedyren bgr utfgres rett etter prgveekstraksjon.

° Handter Neogen parangttproteinstandarder i henhold til god laboratoriepraksis' for & hindre krysskontaminering av
prover.

Se sikkerhetsdatabladet for ytterligere informasjon.

For informasjon om dokumentasjon av produktytelse, kan du besgke var nettside pad www.neogen.com eller kontakte din
lokale Neogen-representant eller -forhandler.

Brukeransvar
Brukere er ansvarlige for 8 sette seg inn i produktveiledningen og informasjon om produktet. Besgk nettsiden var
www.neogen.com eller kontakt din lokale Neogen-representant eller distributgr for mer informasjon.

Som med alle testmetoder brukt for matanalyse, kan testmatrisen pavirke resultatene. Ved valg av testmetode er det
viktig & ta hensyn til at eksterne faktorer som metoder for stikkprgver, testprotokoller, preparering av prever, hdndtering
og laboratorieteknikk kan pavirke resultatene. Matpraven i seg selv kan pavirke resultatene.

Det er brukerens ansvar & velge en testmetode eller et produkt for & evaluere en tilstrekkelig antall prgver for a
tilfredsstille brukeren om at den valgte testmetoden oppfyller brukerens kriterier.

Det er ogséa brukerens ansvar & fastsl4 at alle prevemetoder og resultater tilfredsstiller kundens og leverandgrens krav.

Som med alle testmetoder, utgjer ikke resultatene som oppnés ved bruk av noe Neogen Food Safety-produkt noen
garanti om kvaliteten av matrisene eller prosessene som testes.

Begrensning av garanti/begrenset garantiforpliktelse

MED MINDRE DET ER UTTRYKKELIG SKREVET | EN BEGRENSET GARANTI PA EN PRODUKTPAKNING, FRASKRIVER
NEOGEN SEG ALLE DIREKTE OG INDIREKTE GARANTIER, INKLUDERT MEN IKKE BEGRENSET TIL, ENHVER
GARANTI OM SALGBARHET ELLER ANVENDELSE TIL ET BESTEMT FORMAL. Hvis noe Neogen Food Safety-produkt
er defekt vil Neogen eller dets autoriserte distributer erstatte eller refundere produktets kjgpesum etter eget skjgnn.
Dette er dine ubetingede rettigheter. Kontakt Neogen-representanten din eller den autoriserte Neogen-distributgren
hvis du har flere spgrsmal.
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Begrensning av Neogens ansvar

NEOGEN VIL IKKE VAERE ANSVARLIG FOR NOE TAP ELLER SKADE, DIREKTE ELLER INDIREKTE, SPESIELL, TILFELDIG
ELLER FOLGESKADE, INKLUDERT, MEN IKKE BEGRENSET TIL, TAPT FORTJENESTE. lkke under noen omstendighet skal
Neogens ansvar, under noen juridisk teori, overstige kjspesummen for et produkt som antas & veere defekt.

Oppbevaring og avhending
Oppbevar Neogen parangttprotein ELISA Kit ved 2-8 °C. Ma ikke fryses. Oppbevar fortynnede arbeidslgsninger som
beskrevet i tabell 1.

Komponentene i Neogen parangttprotein ELISA Kit bar ikke brukes etter utlgpsdatoen. Utlgpsdato og lotnummer er
angitt pa etiketten pa utsiden av esken.

Avhendes i henhold til gjeldende lokale/regionale/nasjonale/bransjemessige standarder og forskrifter.

Bruksanvisning
Faelg alle instruksjonene ngye. Dersom dette ikke blir gjort, kan det fgre til ungyaktige resultater.

Preparering av reagens
Varm alle reagenser opp til romtemperatur (20-25°C) fgr bruk. Bruk rent laboratoriemateriell til & fortynne og lagre
arbeidslgsninger.

a. Neogen ekstraksjonsbuffer

For & preparere 1X ekstraksjonsbuffer, tilsett en del av Neogen ekstraksjonsbuffer (4X) og fortynn i tre deler
deionisert eller destillert vann. Forvarm ekstraksjonsbufferen (1X) til 50-60°C i et vannbad eller risteinkubator far
bruk. Hver prave behaver 4,5 ml 1X ekstraksjonsbuffer.

b. Neogen fortynningsmiddel

For & preparere 1X fortynningsmiddel, tilsett en del av Neogen fortynningsmiddel (5X) til fire deler avionisert eller
destillert vann. Hver prgve behaver totalt 4,5 ml 1X fortynningsmiddel.

c. Neogen vaskelgsninger

For & preparere 1X vaskelgsning, tilsett en del Neogen vaskelgsning (20X) til 19 deler avionisert eller destillert vann.
Hver Neogen ELISA-brenn behgver omtrent 2,5 ml 1X vaskelgsning.

Merk: Det kan forekomme krystalldannelse i Neogen vaskelgsningen (20X) nar den lagres ved 2-8°C. For & lgse opp
krystallene kan du varme Neogen vaskelgsningen (20X) til 30-35°C i et vannbad eller inkubator fgr preparering av
vaskelgsningen (1X).

d. Neogen parangtt HRP-konjugat

For & preparere 1X parangtt HRP-konjugat, tilsett en del av Neogen parangtt HRP-konjugat (10X) og fortynn den
i 9 deler 1X fortynningslesning. Klargjer umiddelbart fgr bruk. Hver Neogen ELISA-brgnn trenger 100 ul av 1X
parangtt HRP-konjugat.

Pragvepreparering
Merk: Alle prgver bgr ekstraheres med 1X ekstraksjonsbuffer forvarmet til 50-60°C.
1.1 Preparer pragven for proteinutvinning i et rent reagensrer eller engangsrer som beskrevet i tabell 2.

Tabell 2. Prgvepreparering

Prevematriks Pregvemengde | Fortynning (1/10)

Faste naeringsmidler 0,5+0,02¢g Tilsett 4,5 £ 0,09 ml forvarmet 1X ekstraksjonsbuffer
Flytende naeringsmidler 0,5 0,01 ml Tilsett 4,5 £ 0,09 ml forvarmet 1X ekstraksjonsbuffer
Clean-in-Place (CIP) skyllevann 0,5+0,01 ml Tilsett 4,5 £ 0,09 ml forvarmet 1X ekstraksjonsbuffer
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Faststoff

7 RN
A7 N\

-

4.5 mL1X
Extraction buffer

Vaeske

_— . ﬁ

0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2 Inkuber fortynnede prgver i et ristende vannbad eller ristende inkubator ved 50-60 °C i 25 = 1 minutt. Et annet
alternativ er & la pregvene ligge i et vannbad eller inkubator ved 50-60°C og riste manuelt i 1 minutt hvert 5. minutt.

1.3 Etter inkubering sentrifugeres praven ved 5000-7000 opm (3000 x g) i 20 til 30 sekunder for & pelletere partikler
eller la dem sedimentere i 5 minutter i et reagensrgrstativ.

1.4 Samle opp 100 ul fra det midtre (vandige) laget og tilsett det til 900 pi fortynningslgsningen (1X). Rar eller rist for &
blande godt (dette tilsvarer en 1/100 fortynning av den opprinnelige praven.)

50-60 °C

00.25:00

100yl %
900l ==

_— .
X Diluent

=

3000 g 7 06:00:30

_ 5
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2.1 Taen Neogen ELISA-brenn pr. prave og/eller standard og plasser brgnnene i brennholderen. Returner de ubrukte

Neogen ELISA-brgnnene til folieposen, forsegle og sett tilbake til lagring ved 2-8°C.

2.2 Bruk Neogen parangttprotein standard konsentrat til & preparere et sett med fire standarder fortynnet i
fortynningsl@sning (1X).

Standardnummer Standardkonsentrasjon Standardvolum tilsatt til 1X Volum av 1X
(ng/mL) fortynningsmiddel fortynningsmiddel
4 270 10 pl av Neogen 990 ul
parangttprotein standard
konsentrat
3 20 200 pl av standard nummer 4 400 pl
2 30 200 pl av standard nummer 3 400 pl
1 10 200 pl av standard nummer 2 400 pl
0 0 0 400 pl

2.3 Pipette 100 pl av hver standard i Neogen ELISA-brgnner.

Standard O (1X
Standard 1 (10
Standard 2 (30
Standard 3 (90

fortynningslasning)
ng/ml) ppb
ng/ml) ppb
ng/ml) ppb

Standard 4 (270 ng/ml) ppb
2.4 Pipette 100 pl av den ekstraherte preven tilberedti 1.4 i en Neogen ELISA-brgnn.

2.5 Inkuber Neogen ELISA-brgnnene pé en orbital-ristemaskin innstilt pd 400 opm ved omgivelsestemperatur (20-25 °C)
i 30 = 2 minutter. Hold brgnnene tildekket og i vater under dette trinnet for & unnga fordampning.

2.6 Sug opp innholdet i Neogen ELISA-brgnnene etter inkuberingen.

2.7 Fyll fullstendig hver Neogen ELISA-brann med 1X vaskelagsning og sug opp. Hvis vasken utfgres manuelt ma du
vri platen og helle / riste innholdet i en avfallsbeholder og bank brgnnene hardt pa absorberende papir for & fjerne
resterende vaskelgsning. Gjenta dette trinnet tre ganger for totalt fire vasker.

2.8 Pipette 100 pl av 1X parangtt HRP-konjugat i hver Neogen ELISA-brann. Inkuber pa en orbital-ristemaskin innstilt
pé 400 opm ved omgivelsestemperaturi 10 £ 2 minutter. Hold platen tildekket i market og plant under dette

trinnet.

2.9 Gjenta trinn 2.6 og 2.7 for & fullfare totalt fire vasker med vaskelasningen (1X).

2.10 Pipette 100 yl Neogen kromogen substratlgsning (TMB) i hver Neogen ELISA-brgnn.

2.11 Inkuber pa en orbital-ristemaskin innstilt pd 400 opm ved omgivelsestemperatur i 10 minutter. Hold platen tildekket
i market og plant under dette trinnet.

2,12 Etter inkubering, tilsett 100 pl Neogen stoppl@sning i hver Neogen ELISA-brann og finn absorbansen (ved 450 nm)

innen 30 minutter.

\
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Chromogenic f ) %
Substrate Solution St A0
Y
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00:10:00/omgivelsestemperatur

Resultatanalyse

3.1

3.2

3.3

Trekk fra gjennomsnittlig bakgrunnsverdi for hver prgve (gjennomsnittlig absorbansavlesning av prgven minus
gjennomsnittlig absorbansavlesning av standard null.)

Bruk en dataprogramvare som er i stand til & generere en fireparameters logisk kurvetilpasning til & konstruere en
standardkurve ved & plotte konsentrasjonen i ng/ml (ppb) pé x-aksen og absorbansavlesningen til hver tilsvarende
standard pé y-aksen. En andre rekkefglge polynomial (kvadratisk) eller annen kurvetilpasning kan ogsé benyttes, de
vil imidlertid veere en mindre presis passform av dataene.

Beregn prevekonsentrasjonene ut fra standardkurven, resultatenheten er i ng/ml (ppb). Deretter multipliseres

det med pravefortynningsfaktoren for & fa konsentrasjonen av originalpraven. Hvis, for eksempel, den totale
fortynningen av prgven er 1/100, og prevekonsentrasjonen av standardkurven er 200 ng/ml (ppb), er den endelige
pravekonsentrasjonen 200 ng/ml x 100 = 20 000 ng/ml (ppb) som er 20 pug/ml (ppm).

Minimum ytelsesegenskaper

a.

Den analytiske deteksjonsgrensen (LOD) er 1,3 ng/ml (ppb)

Deteksjonsgrensen er definert som den laveste konsentrasjonen av allergenet i en testprgve som kan skilles fra
en ekte blankprave ved et spesifisert sannsynlighetsniva®. Det bestemmes ved & legge til tre standardavvik til
den gjennomsnittlige optiske tetthetsverdien av fartiatte standard null-replikater og beregne den tilsvarende
konsentrasjonen.
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Kvantifiseringsgrensen er definert som det laveste nivaet av allergenet i en testprgve som kan rimelig kvantifiseres
pa et spesifisert presisjonsniva pas3.

b. Kvantifiseringsgrensen (LOQ) er 1 ppm

Presisjon
Intra-assay presisjon Gjennomsnittlig %CV = <10 N=12
Inter-assay presisjon Gjennomsnittlig %CV = <10 N=12
Referanser

1. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices for
Nonclinical Laboratory Studies.

ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

Abbott, M., Hayward, S., Ross, W., Godefroy, S.B., Ulberth, F., Van Hengel, A. J., Roberts, J., Akiyama, H., Popping,
B., Yeung, J.M., Wehling, P., Taylor, S., Poms, R.E., and Delahaut, P. (2010). Appendix M: Validation Procedures for
Quantitative Food Allergen ELISA Methods: Community Guidance and Best Practices. J. AOAC Int. 93, 442-450.
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X NEOGEN

Instrugdes do Produto
Kit ELISA para Proteina de Castanha do Para

Ensaio de imunoabsorcio enzimatica (ELISA) para anélise quantitativa de proteinas de castanha do para.

Descrigcdo e Uso recomendado do produto

O Neogen® Kit ELISA para Proteina de Castanha do Para tem a finalidade de detectar proteinas de castanha do para em
agua de ultimo enxague do clean-in-place (CIP), amostras de swab do ambiente, ingredientes alimentares e alimentos
processados.

O Neogen Kit ELISA para Proteina de Castanha do Para utiliza um ELISA sanduiche. As proteinas de castanha do
para presentes na amostra reagem com o anticorpo anti-castanha do para, que foi adsorvido na superficie dos pogos
de microtitulagdo de poliestireno. Apds a remogéo das proteinas nao ligadas através de enxague, sdo adicionados

os anticorpos anti-castanha do paréa conjugados com peroxidase de rdbano (HRP). Estes anticorpos marcados

com enzimas formam complexos com a proteina de castanha do para previamente ligada. Apés uma segunda

etapa de enxague, a enzima ligada ao imunoabsorvente é detectada pela adicdo de um substrato cromogénico de
3,3’,5,5-tetrametilbenzidina (TMB). O desenvolvimento da cor desta reagdo enzimatica varia diretamente com a
concentracgao de proteina de castanha do para na amostra testada; assim, a absorgcédo, em 450 nm, é a medida da
concentracao de proteina de castanha do para na amostra de teste. A quantidade de proteina de castanha do paré na
amostra de teste pode ser extrapolada da curva padréo, construida com base em padrdes de concentracdo conhecida e
ajustada para considerar a diluicdo da amostra.

O Neogen Kit ELISA para Proteina de Castanha do Para destina-se para uso em laboratério por profissionais treinados
em técnicas laboratoriais. A Neogen ndo documentou o uso deste produto em outros setores que ndo o de alimentos

e bebidas. Por exemplo, a Neogen ndo documentou este produto para testar amostras farmacéuticas, de cosméticos,
clinicas ou veterinarias. O Neogen Kit ELISA para Proteina de Castanha do Para ndo foi avaliado com todos os alimentos,
processos alimentares e protocolos de teste possiveis.

O Neogen Kit ELISA para Proteina de Castanha do Para contém 96 pocos, descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Componentes do Kit

Item Identificagéo Preparagao Armazenamento | Estabilidade
(consulte a se¢do
Preparagao de
Reagente para
detalhes)
Neogen® Pogos ELISA | Um saco de aluminio com Pronto para usar. 2a8°Cemum Feche novamente
para Proteina de uma placa de 96 pogos saco de aluminio | o saco de aluminio
Castanha do Para destacaveis revestidos com fechado com contendo pogos
anticorpos. dessecante. ndo utilizados e
dessecante. Armazene
entre 2 e 8°C para
manter a estabilidade
até a data de validade
do kit.
Neogen® Conjugado | Um frasco com 1,5 mL de Diluir 1/10 2a8°Cno O conjugado 10X fica
com HRP e Castanha | anticorpo (10X) conjugado |imediatamente antes | escuro. estavel até a data de
do Para (10X) com HRP 10X. do uso para fazer validade do kit.
uma solugao de uso
I 1X.
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Neogen® Um frasco com uma Consulte a secao de | 2-8°C. Nao O Neogen
Concentrado Padrdo | concentragdo conhecida Procedimento ELISA | congele. Concentrado Padréo
de Proteina de de proteina de castanha do | para preparagéo de Proteina de
Castanha do Para para. padrao. Castanha do Para fica
estavel até a data de
_ validade do kit.
Neogen® Diluente Um frasco com 50 mL de Diluir 1/5 2-8°C A Neogen Solugéo

(5X)

Diluente 5X.

imediatamente antes
do uso para fazer
uma solugéo de uso
1X.

Diluente 5X fica
estavel até a data de
validade do kit.

Neogen® Solugio de
Enxague (20X)

Um frasco com 50 mL
solugéo de enxague 20X.

Diluir 1/20 para
fazer uma solugéo

2 a 8°Ctanto
para solugéo

A Neogen Solugéo
de Enxague 20X fica

de uso 1X. de uso 1X estavel até a data
quanto para o de validade do kit. A
concentrado Solucédo de Enxague
de solucdo de 1X fica estavel pelo
enxague 20X. menos por uma
preparo.
Neogen® Tampéo de [ Um frasco com 120 mL de | Diluir 1/4 para fazer |2 a 8°C tanto O Tampao de

Extracdo E26 (4X)

tampéo de extragdo 4X.

uma solugéo de uso
1X. A solugédo de uso
deve ser aquecida

a 50-60°C antes do
uso.

para a solugao
de uso 1X
quanto para o
concentrado
Neogen Tampéo
de Extracéo 4X.

Extracdo 1Xeo
Neogen Tampéo de
Extragéo 4X ficam
estaveis até a data de
validade do kit.

Neogen® Solucéo Um frasco com 12 mL de Pronto para usar. 2a8°Cno Proteja da luz. A

de Substrato 3,3’,5,5-tetrametilbenzidina escuro. Neogen Solugédo

Cromogénico (TMB). de Substrato
Cromogénico fica

_ estavel até a data de
validade do kit.

Neogen® Solugdo de | Um frasco com 12 mL de Pronto para usar. 2-8°C A Neogen Solugéo de

Bloqueio

0,3 M de acido sulfarico.

blogueio fica estavel
até a data de validade
do kit.

Materiais ndo fornecidos no kit:

Temporizador
Vortice

Pipetas de precisdo e ponteiras para coleta de 10 a 100 pL
Tubos de teste

Lavadora/aspirador de placa de microtitulagédo

Agua destilada ou deionizada
Leitora de placa de microtitulagédo
Equipamento laboratorial variado para a preparagéo de solugbes reagentes e tampéo

Banho-maria agitador ou incubadora agitadora
Agitador orbital




(Portugués) ﬁ ﬁ
Segurancga

O usudrio deve ler, entender e seguir todas as informagdes de seguranga nas instrugdes para o Neogen Kit ELISA para
Proteina de Castanha do Para. Guarde as instrugdes de seguranga para referéncia futura.

A AVISO: Indica uma situagéo de perigo que, se ndo evitada, pode resultar em morte ou ferimentos graves
e/ou danos materiais.

RECOMENDAGAO: Indica uma situagio potencialmente perigosa que, se nio evitada, pode resultar em danos
materiais.

A AVISO

Para reduzir os riscos associados com exposigéo a produtos quimicos:

e  Descarte de acordo com os padrdes e regulamentos da industria local/regional/nacional em vigor.

° O usudrio deve treinar o seu pessoal em técnicas de teste adequadas atuais; por exemplo, Boas Praticas
Laboratoriais' ou ISO/IEC 170252

° Sempre siga praticas laboratoriais de seguranga padréo, incluindo o uso adequado de vestuéario de protecéo e
protecdo visual ao manusear reagentes.

° Evite o contato com a pele da Neogen Solugéo de bloqueio, consulte a ficha de dados de seguranga para obter
informagdes adicionais de seguranca.

Para reduzir os riscos associados a resultados falso-negativos que levem a liberagdo do produto contaminado:

e  Armazene o Neogen Kit ELISA para Proteina de Castanha do Para conforme indicado na embalagem e nas
instrugdes do produto.

° Utilize o Neogen Kit ELISA para Proteina de Castanha do Para para amostras de alimentos e ambiente que foram
validadas internamente ou por terceiros.
Siga o protocolo e realize os testes exatamente conforme especificado nas instrugées do produto.
A Neogen ndo documentou o uso do Neogen Kit ELISA para Proteina de Castanha do Para em setores diferentes
de alimentos e bebidas. Por exemplo, a Neogen ndo documentou este produto para testar amostras farmacéuticas,
de cosméticos, clinicas ou veterinarias.

Para reduzir os riscos associados a resultados inexatos que levem a liberagéo do produto contaminado:

° Sempre utilize o Neogen Kit ELISA para Proteina de Castanha do Para até a data de validade.

° Sempre prepare as solugdes de uso utilizando os reagentes concentrados do Neogen Kit ELISA para Proteina de
Castanha do Para em temperatura entre 20 e 25°C.
Nao congele o Neogen Concentrado Padrao de Proteina de Castanha do Para.
Se a solugdo de substrato cromogénico ficar azul, ndo a utilize. Siga Boas Praticas Laboratoriais' para evitar
contaminagéo cruzada da Neogen Solugdo de Substrato Cromogénico.
Neogen® kits de Proteinas Alergénicas n&o sdo destinados para a detecgédo de proteinas hidrolisadas.
Os produtos Neogen® Kits Rapidos para Proteinas Alergénicas sdo projetados para detecgdo de proteinas de
alimentos processados apds a solubilizagdo destas proteinas no Neogen® Tamp3o de Extragdo. Alguns métodos de
processamento de alimentos podem limitar a detecgéo das proteinas alvo.

e  Alguns processamentos de alimentos podem afetar a detecgdo de proteinas alergénicas utilizando os produtos
Neogen® Kits Rapidos para Proteinas Alergénicas. Os usuérios devem verificar se o método é apropriado para
atender os requerimentos do usuario.

RECOMENDAGAO

Para reduzir os riscos de resultados imprecisos:

e  Aestabilidade da amostra apds extragdes néo foi avaliada. O procedimento ELISA deve ser realizado logo apés a
extragdo da amostra.

° Manuseie os Neogen Padrées de Proteina de Castanha do Para seguindo Boas Praticas Laboratoriais' para prevenir
a contaminacao cruzada das amostras.

Consulte a Ficha de dados de segurancga para obter mais informagdes.
Para informagdes sobre a documentagao de desempenho do produto, visite nosso site www.neogen.com ou entre em
contato com nosso representante Neogen ou distribuidor local.

Responsabilidade do usuario
Os usuérios sdo responsaveis por se familiarizarem com as instrugdes e informagdes do produto. Acesse nosso website
em www.nheogen.com, ou contate o seu representante ou distribuidor local da Neogen para obter mais informagdes.
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Assim como em todos os métodos usados para analise de alimentos, a matriz de teste pode influenciar os resultados.
Ao selecionar qualquer método de teste, € importante considerar que fatores externos, como métodos de amostragem,
protocolos de teste, preparo de amostras, manipulagdo e a técnica de laboratdério utilizada, podem influenciar nos
resultados. A amostra do alimento, em si, pode influenciar os resultados.

E responsabilidade do usuério selecionar qualquer método de teste ou produto para avaliar um nimero suficiente de
amostras que satisfaga o usuario cujo método de teste escolhido atenda o critério do usuario.

Também é de responsabilidade do usuério determinar se o método de teste e os resultados satisfazem as exigéncias de
seus clientes ou fornecedores.

Como em qualquer outro método, os resultados obtidos com qualquer produto da Neogen Food Safety ndo constituem
uma garantia da qualidade das matrizes ou processos com eles testados.

Limitagdo de Garantia/Recursos Limitados

A NEOGEN REJEITA TODOS OS TERMOS EXPRESSOS E IMPLICITOS DE GARANTIA, MAS SEM EXCLUSIVIDADE,
QUAISQUER GARANTIAS DE COMERCIALIZACAO OU DE ADEQUAGCAO PARA UM DETERMINADO USO. Se ficar
provado que qualquer produto da Neogen Food Safety encontra-se defeituoso, a Neogen ou seu distribuidor autorizado
procedera a respectiva substituicdo ou, se assim o decidir, restituira o dinheiro da compra do produto. Estes sdo os seus
Unicos termos de recurso. Entre em contato com seu representante da Neogen ou distribuidor autorizado da Neogen
para qualquer davida adicional.

Limitagao de responsabilidade da Neogen

A NEOGEN NAO SERA RESPONSAVEL POR QUAISQUER DANOS, SEJAM DIRETOS, INDIRETOS, ESPECIAIS,
ACIDENTAIS OU SUBSEQUENTES, INCLUINDO, MAS SEM EXCLUSIVIDADE, A PERDA DE LUCROS. Exceto quando for
proibido por lei, em nenhuma circunstancia nem ao abrigo seja de que teoria juridica for, devera a responsabilidade da
Neogen exceder o prego de compra dos produtos supostamente defeituosos.

Armazenamento e descarte
Armazene os contelidos do Neogen Kit ELISA para Proteina de Castanha do Para entre 2 e 8°C. Nao congele. Armazene
solugdes de uso diluidas conforme descrito na Tabela 1.

Os componentes do Neogen Kit ELISA para Proteina de Castanha do Para ndo devem ser utilizados apds a data de
validade. A data de validade e o nimero do lote estdo anotados no rétulo externo da caixa.

Descarte de acordo com os padrdes e regulamentos da industria local/regional/nacional em vigor.

Instrugdes de uso
Siga todas as instrugcdes com atengéo. Caso contrario, pode haver resultados imprecisos.

Preparacao do Reagente
Coloque todos os reagentes na temperatura ambiente (20 a 25°C) antes de utiliza-los. Utilize equipamentos laboratoriais
limpos para diluir e armazenar solugdes de uso.

a. Neogen Tampéao de Extragao

Para preparar o Tampao de Extragdo 1X, adicione uma parte do Neogen Tampéo de Extracéo (4X) e dilua em trés
partes de agua deionizada e destilada. Pré-aqueca o Tampéo de Extracéo (1X) entre 50 e 60°C em banho-maria ou
incubadora de agitagdo antes de usar. Cada amostra precisa de 4,5 mL do Tamp3o de Extragédo 1X.

b. Neogen Solucéo Diluente

Para preparar a solugdo Diluente 1X, adicione uma parte do Neogen Diluente (5X) para quatro partes de dgua
deionizada ou destilada. Cada amostra precisa de um total de 4,5 mL do Tamp&o de Extragdo 1X.

c. Neogen Solugédo de Enxague

Para preparar a Solucédo de Enxague 1X, adicione uma parte da Neogen Solucdo de Enxague (20X) para 19 partes
de dgua deionizada ou destilada. Cada Neogen Poco ELISA precisa de aproximadamente 2,5 mL de Solucdo de
Enxague 1X.

Observacéo: A formacéo de cristais na Neogen Solucéo de Enxague (20X) pode ocorrer quando ela for armazenada
entre 2 e 8°C. Para dissolver os cristais, aqueca a Neogen Solugéo de Enxague (20X) entre 30 e 35°C em banho-
maria ou incubadora antes de preparar a Solucdo de Enxague (1X).



d. Neogen Conjugado com HRP e Castanha do Para
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Para preparar o Conjugado com HRP e Castanha do Para 1X, adicione uma parte de Neogen Conjugado com HRP
e Castanha do Para (10X) e dilua em 9 partes de Solugéo Diluente 1X. Prepare imediatamente antes do uso. Cada
Neogen Poco ELISA precisa de 100 pL de Conjugado com HRP e Castanha do Para 1X.

Preparo da amostra

Observacao: Todas as amostras devem ser extraidas com o Tampé&o de Extracdo 1X pré-aquecido entre 50 e 60°C.

1.1 Prepare a amostra para extragdo da proteina em tubo de teste limpo ou descartével conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Preparo da amostra

Matriz de amostra

Tamanho da
amostra

Diluigédo (1/10)

Alimentos sélidos

0,5%0,02 g

Adicione 4,5 + 0,09 mL de Tampao de Extragdo 1X pré-
aquecido

Alimentos liquidos

0,5+0,01 mL

Adicione 4,5 = 0,09 mL de Tampéao de Extragédo 1X pré-
aquecido

Ultima Agua de Enxague CIP

0,5+0,01 mL

Adicione 4,5 + 0,09 mL de Tamp&o de Extragdo 1X pré-
aquecido

Sélido

|
{1

- o5,

Liquido
=
0.5mL
=
CIP
0.5mL

4.5 mL1X
Extraction buffer

4.5 mL1X
Extraction buffer

4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2 Incubar amostras diluidas em banho-maria agitador ou agitador de incubadora entre 50 e 60°C por 25 * 1 minutos.
Outra opgéo é deixar as amostras em banho-maria ou incubadora entre 50 e 60°C e agitar manualmente por 1 minuto

a cada 5 minutos.

1.3 Apés a incubagéo, centrifugue as amostras a 5000-7000 rpm (3000 x g) por 20 a 30 segundos para precipitar
particulados ou permitir que eles decantem por 5 minutos em uma estante de tubo de ensaio.

1.4 Colete 100 puL da camada do meio (aquosa) e adicione-a a 900 pL de Solugédo Diluente (1X). Vértice ou agite para
misturar bem (Isso corresponde a uma diluigdo de 1/100 da amostra original).
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50-60°C
00.25:00 »

II

ou

3000 g / 00:0030

100pl =

900yl ==

_— .
1X Diluent

Procedimento ELISA

2.1 Remova um Neogen Poco ELISA por amostra e/ou padrao e coloque os pogos no suporte de pogos. Devolva os
Neogen Pocos ELISA n3o utilizados para a sacola de aluminio, feche novamente e retorne para o armazenamento

entre 2 e 8°C.

2.2
padrées diluidos em Solugéo Diluente (1X).

Utilizando o Neogen Concentrado Padrao de Proteina de Castanha do Pard, prepare um conjunto de quatro

Namero do Concentragéo Padrio Volume do padréo adicionado | Volume de solugéo Diluente
Padrio (ng/mL) ao Diluente 1X 1X
4 270 10 pL de Neogen Concentrado 990 uL
Padrédo de Proteina de Castanha
do Para
3 90 200 pL do padrao nimero 4 400 uL
2 30 200 pL do padrao nimero 3 400 uL
1 10 200 pL do padrao nimero 2 400 pL
0 0 0 400 pL

2.3

Padréo O (Solucéo Diluente 1X)
Padrdo 1 (10 ng/mL) ppb
Padrédo 2 (30 ng/mL) ppb
Padrédo 3 (90 ng/mL) ppb
Padrédo 4 (270 ng/mL) ppb

2.4
2.5

Pipetar 100 pL de cada padrdao nos Neogen Pocos ELISA.

Pipetar 100 pL da amostra extraida preparada no 1.4 em um Neogen Poco ELISA.

Incubar os Neogen Pocos ELISA em um conjunto de agitador orbital a 400 rpm em temperatura ambiente (20 a

25°C) por 30 = 2 minutos. Mantenha os pocos cobertos e nivelados durante esta etapa para evitar a evaporacéo.

2.6
2.7

Apds a incubacao, aspire os conteidos do Neogen Pogos ELISA.

Preencha completamente cada Neogen Pogo ELISA com Solugéo de Enxague 1X e aspire. Se a lavagem for feita

manualmente, inverta a placa e despeje/balance os conteidos em um recipiente de descarte e bata os pogos
diretamente em papel absorvente para remover solugdo de enxague residual. Repita esta etapa trés vezes em

quatro lavagens.
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2.8 Pipetar 100 pL de Conjugado com HRP e Castanha do Pard 1X em cada Neogen Pogo ELISA. Incubar em um
agitador orbital a 400 rpm em temperatura ambiente por 10 + 2 minutos. Mantenha a placa coberta no escuro e
nivelada durante esta etapa.

2.9 Repita as etapas 2.6 e 2.7 para completar um total de quatro enxédgues com a Solucdo de Enxague (1X).
2.10 Pipetar 100 pL de Neogen Solucéo de Substrato Cromogénico (TMB) em cada Neogen Poco ELISA.

2.11 Incubar em um agitador orbital a 400 rpm em temperatura ambiente por 10 minutos. Mantenha a placa coberta no
escuro e nivelada durante esta etapa.

2.12 Apés incubacéo, adicione 100 pL de Neogen Solugdo de bloqueio em cada Neogen Pogo ELISA e determine a
absorcéo (a 450 nm) dentro de 30 minutos.

100yl

— (S

00:10:00/Temperatura ambiente

Y
b \ L7
X
_—
<
Chromogenic
Substrate Solution -

00:10:00/Temperatura ambiente
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Analise de Resultados

3.1

3.2

3.3

Subtraia o valor médio de ruido de fundo para cada amostra (Leitura de absorgdo média da amostra menos a
leitura média de absorc¢éo do padrédo zero).

Utilizando um programa de computador capaz de gerar um ajuste de curva logistica de quatro parametros,
construir uma curva padréo tragando a concentracdo em ng/mL (ppb) no eixo X e a leitura de absorgéo para cada
padrio correspondente no eixo Y. Uma segunda ordem polinomial (quadratica) ou outros ajustes de curva também
podem ser usados; no entanto eles terdo uma precisdo menor de ajuste dos dados.

Calcular as concentragdes da amostra fora da curva padréo; a unidade de resultado estd em ng/mL (ppb). Em
seguida, multiplique pelo fator de diluigdo da amostra para obter a concentragdo da amostra original. Por exemplo,
se a diluicdo total da amostra for 1/100 e a concentragédo da amostra da curva padrao for 200 ng/mL (ppb), a
concentracéo final da amostra sera 200 ng/mL x 100 = 20.000 ng/mL (ppb) que é 20 pg/mL (ppm).

Caracteristicas do Desempenho Minimo

a. O Limite de Deteccéo (LOD) analitico é 1,3 ng/mL (ppb)
O limite de deteccgao é definido como a concentragao mais baixa do alergénico em uma amostra de teste que
pode ser distinguida de um branco de amostra em um nivel de probabilidade especificado®. Ela é determinada ao
adicionar trés desvios padrédo ao valor médio de densidade éptica de quarenta e oito replicatas do padrdo zero e
calcular a concentragdo correspondente.
b. O Limite de Quantificagdo (LOQ) é 1 ppm
O limite de quantificagéo é definido como o nivel mais baixo do alergénico em uma amostra de teste que possa ser
razoavelmente quantificada em um nivel de precisdo especifico®.
Precisao
Precisdo Intra-ensaio %CV média = <10 N=12
Precisédo entre ensaios %CV média = <10 N=12
Referéncias
1. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices for

Nonclinical Laboratory Studies.
ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

Abbott, M., Hayward, S., Ross, W., Godefroy, S.B., Ulberth, F., Van Hengel, A. J., Roberts, J., Akiyama, H., Popping,
B., Yeung, J.M., Wehling, P., Taylor, S., Poms, R.E., and Delahaut, P. (2010). Appendix M: Validation Procedures for
Quantitative Food Allergen ELISA Methods: Community Guidance and Best Practices. J. AOAC Int. 93, 442-450.
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X NEOGEN
MAnpowopicg tpoiovtog

Kit Aokipaciag ELISA Mpwtetvng Kapudiwv BpadlAiag

Ev{upLKN §oKLpN avocoTtipoapowpnong (ELISA) yLa TNV TTOGOTLKI AVAAUGH TWV TIPWTIELVWV KAPUSLWV
BpadiAiag.

Neprypawpn NMpoidvtog Kat ZKoTtog Xprong

To Neogen® Kit Aokipactag ELISA Mpwteivng Kapudlwv Bpallhiag mpoopidetal yia Tnv aviyveuon Twy TPWIEVWV
KapuSLWV Bpadllhiag o€ vepOd TEALKIG EKTTAUCNG CUCTNHATWY emLtoTiou Kabaplopou (CIP, clean-in-place),
TiepLBarovTIKA Selypata, CUOTATIKA TPOWIPWY Kal eTeEEpyacpéva TipolovTa TPOWiPWV.

To Neogen Ktt Aokipaoiag ELISA Mpwtelvng Kapuduwv Bpadiiag xpnotpomolel Sokipacia ELISA tumou sandwich.
OL mpwtelveg kapudLwv Bpalliiag Trou ivat tapoVoeg 0To Selypa avtl§pouV HE Ta aVTLOWHPATA aVTL-KAPUSLWY
Bpal\iag, Tou €xouv amoppo@nBel otnv emLpdvela peatiwv PLKPOTLTAOTIOLNTH TIOAUCTUPOALoU. Metd tnv
QATOHAKPUVON TWV ASECHEVTWY TIPWTIEIVWY PE TTAUO, TipootiBevtal avtiowpata avil-kapudlwy Bpadiiiag
oulevuypéva pe uttepo&elddon ayploparaviot (HRP). Autd ta onpacpéva pe €v{upo avtliowpata oxnuatifouv
OUUTIAOKQ PE TNV TIPONYOUHEVWE SECHEVPEVN TIPWTELVN KapuSLWV Bpalihiag. Metd amd éva sUtepo Bripa AUGNG,
T0 €v{UHO TIOU €lval SECUEUPEVO OTOV AVOCOTIPOCPOPNTH AVLXVEUETAL JECW TNG TIPOCONKNG VOGS XpWHOYOVOoU
uTtootpwparog, 3,3',5,5-tetpapeburoBeviidivn (TMB). H avantugn xpwpatog amnod autrv tnv v UPATKA
avti&paon ToKIAEL avaloya PE T CUYKEVTPWON TNG TIPWTELVNG kKapuStwv Bpadliag oto eEetaldpevo Selypar
OUVETIWG, N amoppownarn, ota 450 nm, ivat éva PETPo TNG CUYKEVTPWONG TNG TPWTEIVNG Kapudlwy Bpalliag oto
e€etalopevo Selypa. H moootnta tng mpwteivng kapudlwyv Bpaliliag oto e€etalopevo Selypa pmopel va eEayBet
ME TIPOEKBOAN aTIO TNV TIPOTUTIN KAPTIUAN, N oTtola Snutoupyeitat amnd mpoTuTIa YVWOoTHG CUYKEVTPWONG Kal
Tpooappoletal wote va AngBel uTtoYn n apatwon tou Selypatog.

To Neogen Ktt Aokipaotiag ELISA Mpwtelvng Kapuduwv Bpadiliag poopiletat yla xprion o€ eptBaiov
gpyaotnpiou amo emnayyeAPATIEG EKTIALSEVPEVOUG OTLG EPYAOTNPLAKEG TEXVLKEG. H Neogen Sev €xEL TEKUNPLWOEL
TN XPron autou Tou TipoldvTog o€ Blopnyavieg AAEG amod eKelVeg TWV TPOWIPWY KAl TIOTWV. Ma apddeLypa, n
Neogen Sgv €xEL TEKPNPLWOEL AUTO TO TIPOLOV YLA TOV EAEYXO SELYHATWY PAPHAKEUTIKWY TIPOLOVTWY, KAAAUVTLIKWY,
KALVLKWV 1} KTNVLATPLKWVY Setypdatwv. To Neogen Kit Aokipactiag ELISA Mpwrteivng Kapudiwv Bpadhiag Sev €xet
a&loloynBel pe 0Aa ta Bavad mpoidvta tpoipwy, lepyaoieg emegepyaciag TPOPIPWY KAl TIPWTOKOAA SOKLUWV.

To Neogen Ktt Aokipaoiag ELISA Mpwtelvng Kapudwv BpadlAlag TepLéXEL 96 pPeATLA, TIOU TIEPLYPAPOVTAL OTOV
Mivaka 1.

NMivakag 1. MepLexopeva Kt

Kapudlwwv Bpadlihiag

96 aalpoUpEVWY,
ETILKOAUPPEVWVY HE

avtiowpa ppeatiwv.

EiSog Tavtomoinon Mpomapackeun Amtobrikeuon ZtaBepotnta
(BA. TNV evotnta
"Mpomapackeun
Avtispaoctnpiwv"”
yla AETITOPEPELEG)
Neogen® dpedtia ‘Eva QAOULVEVLO ‘EToLp0 yLa xpron. 2-8°C o¢ Enavaocypayilete
Aokipaoiag OOKOUAQKL PE OPPAYLOPEVO TO QAOUMLVEVLO
ELISA Mpwteivng €va TIAOKLSL0 TWV QAOUMLVEVLO OOKOUAQKL TTOU

OOKOUAQKL g

Enpavtiko péoo.

TIEPLEXEL TA
axpnotpotointa
PpEeATLA Kal TO
Enpavtiko peoo.
®duldooete oTOUC
2-8 °CyLa va
SltatnpnBet n
otabepdTnTa péxpL
TNV nUepopnvia
AAENG Tou KLT.
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Neogen® ZUleuypa | Eva @LaAisLo Apawwaote 1/10 2-8 °C oe okotewo | To 10X ouleuypa
Kapudwwv BpaliAiag | pe 1,5 mL 10X QUECWE TIPLV TN XWPO. elvat otabepod pexpL
HRP (10X) AVTLOWHATOG Xpron yLa va TNV nUepopnvia
Yuleuypévou pe TIAPACKEVAOETE 1X ANENG Tou KLT.
- Yrniepo&elddaon (HRP) | StdAupa epyaciag.
(10X).
Neogen® ‘Eva @LaAisilo pe Avatpééte otnv 2-8 °C. Na pnv To Neogen
ZupTUKVWHA YVWOoTr ouykévipwon | evotnta "Awadikacia | katauxetat. ZupTUKVWHA
MpotuTou TpWtelvng Kapudiwy | ELISA" yia tnv MpotuTou
Mpwteivng Bpadliiiag. TIAPACKEUN) TOU Mpwteivng
Kapudlwv Bpaliniag TpotuTou. Kapudlwv Bpaliniag
elval otaBepod pexpL
AN&ng Tou Kit.
Neogen® Apalwtiké | Mia @LaAn pe 50 mL | Apawwote 1/5 apéowg | 2-8 °C To 5X Neogen

(5X)

5X ApatwTtiko.

TPV TN XpHon yla va
Tapackevaoete 1X

SLdA\upa epyaotiac.

AldAupa Apatwtikou
elvatL otabepod peXpL
TNV nUEpPoUNnVia
Anéng Tou Kit.

Neogen® AldAupa
MALoNG (20X)

Mia @LaAn pe 50 mL
20X SltaAupatog
TAUOoNC.

Apawwote 1/20 yla va
Tapackevaoete 1X
SLdA\upa epyaotiac.

2-8 °C téoo yLa
To 1X SLdAupua
gpyaociag 6co
Kat yta to 20X
OUMTIUKVWHA
AtaA\Upatog
MAUoNG.

To 20X Neogen
AldAupa MALong
elvatL otabepod pexpL
TNV nUepopnvia
ANEng tou Kkit. To

1X AtdAupa MAVonNg
elval otabepd yLa
ToUAd)LoToV pia
gBSopdda petd tnv
TIAPACKEUN).

Neogen® PuBuLoTLKO
AtdA\upa EkyUALong
E26 (4X)

Mia @LaAn pe 120 mL
4X puBPLOTLIKOU
SLaAupatog
EKXUALONG.

Apawwote 1/4 ywa va
TIAPACKEVAOETE 1X
SLaAupa epyaoctag. To
SLaAupa epyaciag Ba

2-8 °C 1600 yLa
10 1X SLdAupa
epyaoiag 6co
Kat yLa to 4X

To 1X PuBuLotikd
AtdA\upa EkyUALong
kat to 4X Neogen
PuBuLotiko AldAupa

TpETEL va BeppavBel | cupTUKVWUA ExyUALoNG elval
otoug 50-60 °Ctplv | Neogen otabepd pExpL TNV
™ xpron. PuBpuiotikou nuepopnvia ARgng
AwaAUpatog TOU KLT.
ExxUALONG.
Neogen® AldAupa Mia @uaAn pe 12 mL [ ‘Etowo yLa xprion. 2-8 °C o€ OKOTEWO | Mpootatevete
Xpwpoyovou 3,3',5,5-tetpapebuA- XWPO. aTo o Ywe. To
YTI0oTpWHATOG BevlL&ivng Neogen AldAupa
(TMB). Xpwpoyovou
Yrootpwpatog eivat
otabepd pexpL TNV
TOU KLT.
Neogen® AldAupa Mia @LaAn twyv 12 mL | ‘Etotpo ya xpron. 2-8°C To Neogen AldAupa

AtakoTtig

pe 0,3 M BeLLkd o&u.

Atakotng elvat
otabepd pExpL TNV

nuepounvia Angng
TOU KLT.
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YALKA TIOU SV TTAPEXOVTAL OTO KLT:

Mutéteg akpLBelag kat puyxn TILTETWVY yia tn cuAMoyn 10 €wg 100 pL

AOKLPOOTIKA CWANVApLA

YUoKeun MAUONG/avappo@nong MAAKLELwV PLKPOTITAOU

ATIECTAYPEVO 1] ATILOVIOPEVO VEPO

MAakidLo avdyvwong PLkpoTitAou

ALdopa okelN Epyactnplou yLa TNV TAPACKEUT TWV avTLEpaotnpiwy Kal TWV pUBPLOTIKWY SLAAUPATWY
XpOVOUETpO

Avadeutrpag TUTIoU vortex

AvaKlvoUpEVo USATOAOUTPO 1 AVAKLVOUPEVOG ETTWACTHPAG

Avakwvntnpag pe eNewpoeldn kivnon

AcpdaAeLa

O xpnotng TPETEL va SLaBAcEL, va KATAVOrOEL KAL VO AKOAOUBEL OAEG TLG TTANPOYOPLEG ACPAAELAG OTLG 08NYLEG yLa
1o Neogen Kit Aokipaotag ELISA Mpwteivng Kapudiwv Bpadihiag. PUAAETe TLg 08nyieg ao@aleLlag yLa HEANOVTLKN
avagpopd.

A NMPOEIAOMOIHZH: Ymo&elkvUel pia emkivéuvn katdotaon, n omola, edv Sev amoeuyBel, pmopel va éxeL wg
amnotéAeopa Bdavato rj coBapd TpauPATLOPO /KAl KATaoTpowr) LSLoktnotag.

YMOAEIZH: Ymo&elkvUelL Pla Suvntikd mkivdéuvn katdotaon, n omola, eav ev amoeuyOel, pmopel va
EXEL WG ATIOTEAECHA KATAOTPOWN LSLOKTNolag.

A MNMPOEIAONOIHZH

Ma va PELWOETE TOUG KLVSUVOUG Ttou oxetidovtal pe EKOECN GE XNMULKEG OUGLEG:

e  AmopplYte CUPPWVA PE TA TPEXOVTA TOTILKA/TIEPLPEPELAKA/EOVIKA/ BLOPNXAVLIKA TIPOTUTIA KAL KAVOVLOHOUG.

e O XprotnG TIPETIEL VA EKTIALSEVOEL TO TIPOOWTILKO TOU OTLG TPEXOUOEG OPOEG TEXVLKEG EAEYXOU, YLa TIAPASELYUQ,
KaAég Epyaotnplakég Mpaktikeg' ) ISO/IEC 170252,

e AKOAOUBE(TE TIAVTA TLG TUTILKEG EPYAOTNPLAKES TIPAKTLKEG ACPAAELAG, CUPTIEPLAAUBAVOUEVNG TNG XPNONG TNG
KATAAANANG TIPOOTATEUTLKAG evSupacoiag kat Tipootactag patiwy otav xelpideote avtidpaotrpla.

e  Amowuyete TNV emtan pe to Neogen AtdAupa Atakotrg, BA. To PUANO AsSopévwv AcAAeLag yLa TIpOoBEeTE
TIANPOWOPLEG AOPANELAG,.

Ma va pELWoETE ToUG KLV§UVOoUG Ttou oxetidovtal pe Peudwg apvnTLKA ATOTEAEGHATA TIOU 08NyoUV 6TV

aTtOSECPEVCT HOAUGHEVOU TIPOLOVTOG:

e  duAdooete to Neogen Kit Aokipaoiag ELISA Mpwteivng Kapudiwy Bpalihiag cVppwva e TLg uttodei&elg otn
ouoKeuaola Kal oTLg TAnpoyopleg poidvtod,.

e  Xpnowuoroleite to Neogen Kit Aokipaciag ELISA Mpwteivng Kapudiwv BpallAiag yia Selypata tpo@ipwy Kat
TEPLBAAOVTLKA SelypaTa TIoU £XOUV ETILKUPWOEL ECWTEPLKA ) ATIO €va TPLTO PEPOC.

e  AkoAouBeite To TIPWTOKOANO Kal SLeEVEPYELTE TOUG EAEYXOUC AKPLRWE OTIWG TIEPLYPAPETAL OTLG TIANPOPOPLES
TPOLOVTOG.

e  H Neogen 8ev €xeL TEKUNPLWOEL TN xprion tou Neogen Kit Aokipactiag ELISA Mpwteivng Kapudiwv Bpaliag
o€ Blopnxavieg AANEG aTto KEVEG TwV TPOWIHWY Kat TToTtwv. MNa tapadetypa, n Neogen Sev €xeL TEKUNPLWOEL
QUTO TO TIPOLOV yLa TOV EAEYXO SELYHATWY PAPUAKEUTIKWY TIPOLOVTWY, KAAAUVTIKWY, KALVLIKWV ) KTNVLATPLKWY
Selypdtwv.

Ma va PELWOETE TOUG KLVSUVOUG Ttou oxetidovtal pe avakpLpr amoteAEopata tou odnyouv 6Tnv

aTMOSEGPEUCT HOAUGHEVOU TIPOLOVTOG:

e  Xpnowuotoleite avta to Neogen Kit Aokipaciag ELISA Mpwtelvng KapuSuwv Bpallilag péxpL Tnv
nuepopnvia Angng.

e [apaockeudlete AvTa Ta SLAAUPATA Epyaciag XpNOLHOTIOLWVTAC TA CUUTIUKVWHEVA aVTLEpAcTr)pLa TOU
Neogen Kt Aokipaciag ELISA Mpwtelvng KapuSiwv Bpalihiag os Beppokpacia 20-25 °C.
Mnv katapUyete to Neogen ZupmUkvwpa Mpotumou Mpwrteivng Kapudlwy Bpalihiag.
Edv to AtdAupa Xpwpoyodvou YTTOOTPWHATOG YIVEL PTIAE, NV TO XpnoLuoTtiot)oete. AkoAouBeite KaAgg
Epyaotnplakeg Mpaktikeég' yla va amo@uyete tnv aAAnAopoAuven tou Neogen AtaAupatog Xpwpoyovou
YTIOOTpWHATOG.
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e Ta Neogen® Kit Aokipactiag ANepyLoyovou Mpwtelvng Sev poopilovtal yla TNV avixveuon USPOAUPEVWY
TIPWTEIVWV.

e Ta Neogen Kt EAéyxou AMEPYLOyOVWY MPpWTEIVWVY €X0UV OXESLAOTEL yLa va aviyveUouV TIPWTELVEG amd
enegepyacpeva TpoOPLUA HOALG StalutottolnBolv og Neogen PuBpuLotikd AldAupa EkxUALong. OpLopéveg
pEBoSoL emeepyaciag TpoPipwy EVEEXETAL VA TIEPLOPLOOULV TNV AVIXVELCN AUTWV TWV TIPWTEIVWV.

e  Oplopéveg peBodol emetepyaoieg TpoWipwy PTIOpEL va eTnpedoouy TNV avixveuon TPWTEIVWVY OE TPOPLUA
pe ta Neogen Kit EAéyxou AANepyLoydvwy Mpwteivwv. OL xprioteg Ba Tipémet va emaAnBevouv OtL n peBodog
glval KATAAANAN yLa TOV OKOTIO TIOU XPNOLUOTIOLELTAL KABWE KAl OTL AvTaTtoKplvETal OTLG aTtaltioELg Tou

xpnotn.

2HMEIQ2H

Ma va peLwoete Toug KLYvSUVoug Ttou oxetifovtal pe avakpLpn anoteAécpata:

e HotaBepotnta Tou Selypatog HETA TLg eKXUALOELG Sev €xel aElodoynBel. H Stadikaoia ELISA TipémeL va
Slevepyeltal auEowE PETA TNV EKXUALON TOU SElypaToc.

e  Xelpileote ta Neogen Mpotuma Mpwteivng Kapudiwy Bpalihiag cuppwva pe tTig Kahég Epyaotnplakeg
MPAKTLKEG' yLa va amto@UyeTE TNV AAANAOPOAUVON TWV SELYHATWV.

YupBouAeuTeite TO PUAO AcSopEvwV ACPAAELAG YLa TIPOCBETEG TTANPOYOPLEG.

Ma TANPoYopPLeEG OXETIKA PE TNV TEKPNPlwaon tng and&oong Tou TPolovTog, EMLOKEWOELTE TNV LoTooeAISa
WWW.Neogen.com r] ETLKOLVWVIOTE PE TOV TOTILKO 0aG aVTLIpOowTto ) Sltavopéa tng Neogen.

EuBuvn tou xpiotn

OL xprioteg elvat utteuBuvoL va £oLlkelwBOoUV PE TLG 08nyleg KaL TLG TTANPOYOPLEG TOU TIpoilovToG. ETilokepBeite TNV
LOTOOEALSa Pag 0TO Wwww.neogen.com 1 ETILKOLVWVIOTE HE TOV TOTILKO 0ag aVILTPOowTTo 1 Stavopéa tng Neogen
yLa TIEEPLOCOTEPEC TIANPOYOPLEG,.

‘OTtWG KaL Y€ OAEG TLG SOKLPAGTLKEG HEBOSOUG TTOU XPNOLHUOTIOLOUVTAL YLa TNV AVAAUGH TPOWiHwy, N
HATPA TNG SOKLYNG UTIOPEL Va ETNPEACEL Ta anoteAEopata. Katd tnv emloyn plag pebddou eAéyyou, ivat
ONMAVTLKO va avayvwpLlete OTL oL eEWTEPLKOL TIAPAYOVTEG, OTIWG PHEBOSOL SetypatoAnyiag, TpwTOKoAa eAEyXOU,
TIPOETOLPACLA KAL XELPLOPOG SELYUATWY KaL N EPYAOTNPLAKN TEXVLKN UTIOPEL va eTnpedoouy ta anoteAéopata. To
Selypa tpowipou pmopel To 1810 va emnpedoet Ta anoteAéopata.

Katd tnv emAoyr| oTtolac8nmote SOKLUAOTIKNG HEBOSOU 1 TipoiovTog, amoteAel euBUVN Tou xprotn N a&LoAdynon
ETIAPKOUC ApLOPOU SELYHATWY TIPOKELUEVOU O XPHOTNG VA SLACPAALCEL OTL N ETUAEYHEVN SOKLUAOTLKY HEB0SOG
TIAnpot ta KkpLtrpLa Tou xprRotn.

ATIOTEAEL €TTlONG ELBUVN TOU XProTN VA KaBoploel OTL OAEC oL PEBOSOL SOKLYNG KAl TA AMoTEAEoHATA
QVTATIOKPILVOVTAL OTLG ATIALTHOELG TWV TIEAATWY KAl TWV TIPOUNBEUTWY Tou.

'Onwg Kat pe kABe pEB0SO eAEyXOU, TA ATIOTEAECHATA TTIOU AapBdvovtal ard tn xprion oToLouSATIoTE TIPOoiOVTOq
Neogen Food Safety §ev ouvLoTOUV £yyUnon TG TOLOTNTAG TWV PNTPWV 1 TwV SLaSLKAoLWV TIou uttoBaA\ovtal og
€\eyXO.

MepLopLopog eyyunoewv/MEPLOPLOPEV ATIOKATACTACH

EKTOX EAN AHAQNETAI PHTA ZE MIA ENOTHTA I'TA TEPIOPIZXMENH EIMYHZH XTHN ATOMIKH

YYZKEYAZIA TOY MPOIONTOS, H NEOGEN AMOMOIEITAI OAEX TIX PHTEX KAI ENNOOYMENES EITYHSEIS,
>YMMNEPINAMBANOMENQN AAAA OXI MNMEPIOPIXTIKA, OMOIOQNAHMOTE EMMYHZEQN EMIMOPEYXIMOTHTAX

'H KATAAMAHAOTHTAZ T'TA MIA £YTKEKPIMENH XPHZH. Edv ottoloérmote ipoidv Neogen Food Safety eivat
eEAATTWHATLKO, N Neogen 1 0 €£0UCLOS0TNPEVOC SLAVOPEAC TNG, KATA TNV KPLon Toug, Ba avtikataotroouy I
ETILOTPEYPOUV TNV TLUA ayopdg TOU TIPOLOVTOG. AUTEG elval Ol OTIOKAELOTLKEG OAG ATIOKATAOTACELG. ETiLkowvwvrote
He Tov avtimpoowto tng Neogen 1) tov e§ouclodotnuévo Stavopea tng Neogen yLa TEPALTEPW EPWTIOELG,.

MepLopLopdg tng euBLVNG tng Neogen

H NEOGEN AEN EYOYNETAI I'TA OMOIAAHMOTE AMQAEIA 'H ZHMIA, EITE AMEZH, EMMEZH, EIAIKH,
ZYMNTQMATIKH 'H ANOGETIKH ZHMIA, ZYMMNEPINAMBANOMENQN, AAAA OXI MEPIOPIZTIKA, ATA®YTONTQN
KEPAQN. H euBUvn tng Neogen &ev utepBaivel o€ kapla TEPLTTTWOoN KAl UTIO Kapila VopLKr Bewpla Ttnv T ayopag
TOU TIPOIOVTOG TTIoU ELKAZETAL OTL ElvVAL EAATTWHATLKO.
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AmtoOnkeuon kat Attoppidn

duldooete ta Teplexopeva tou Neogen Kit Aokipaoctag ELISA Mpwtelvng Kapudiwv Bpadihiag otoug 2-8 °C. Na
pnVv katauxetat. PUAACOETE Ta apaltwpéva SLaAlpata epyaciag OTwg epLlypagetal otov MNivaka 1.

Ta ouotatikd tou Neogen Kit Aokipaciag ELISA Mpwtetvng Kapudiwy Bpadlhiag Sev Tipémel va xpnotpomolouvtat
META TNV nuEpopnvia ANENG. H nuepopnvia Angng kat o aplBudg maptidag emonuaivovtal otnv eEWTEPLKN ETIKETA
TOU KouTLoU.

Amoppidte cUPPWVA PE TA TPEXOVTA TOTILKA/TIEPLPEPELAKA/EOVIKA/BLOPUNXAVLKA TIPOTUTIA KAL KAVOVLOUOUG.

0&nyigg Xpong
AKoAOUBEelTe OAEG TLG 08NYleg TPOCEKTIKA. H N TAPNOoN TWV 08nyLWwV PTIOPEL va 08nyroEL o€ avakpLPn
amoteAéopaTa.

Mpomapackeun AvtlSpactnpiwv
Apriote OAa ta avtidpaotripla va épbouv oe Bepuokpacia Swuatiou (20-25 °C) TipLv TN XPron. XpnoLUOTIOLELTE
KaBapd oKeUn epyactnplou yla va apalwoETe Kal va anobnkevoete ta SLalupata epyactac.

a. Neogen PuBpiotiko AtaAupa EkxOALong

Ma va mapackevaoete 1X PuBulotikd AtdAupa EkxUALong, ipooBéote éva pépog Neogen PUBULOTIKOU
AtaAUpatog EkxUALoNG (4X) kal apalwote o€ Tpla €PN amovIoPEVOU 1 ameotaypévou vepou. MpoBeppdvete
10 PuBuLoTLko ALdAupa EkxUALong (1X) otoug 50-60 °C o€ USATOAOUTPO 1] AVAKLVOULEVO ETWACTHPA TIPLV TN
xpnon. Kabe detypa amattet 4,5 mL 1X PuBpLlotikoU AlaAUpatog EkyUALong.

B. Neogen AtdAupa ApatwTikoU
Ma va mapackeuaoete SLAAupPa 1X Apalwtikou, TipooBbeate €va peépog Neogen Apalwtikou (5X) o€ téooepa

HEPN ATILOVLOPEVOU 1) aTiECTayPEVOU VepOU. KdBe Selypa amattel éva ouvolo 4,5 mL StaAupatog 1X
ApalwtikoU.

y. Neogen AitdAupa MAUGNG

Ma va mapackeudoete 1X AtdAupa MAUoNG, ipocBéote eva pepog Neogen Alahupatog MAUong (20X) o
19 p€pn aTiLoVIopEVOU 1) arteotaypévou vepou. KaBe Neogen dpedtio Aokipaciag ELISA amattel mepimou
2,5 mL 1X AtaAUpatog MAUonNg.

Znuelwon: O oxNUATLOPOG KPUOTAMWY oto Neogen AtdAupa MAUonNG (20X) pttopet va ocupBet eav @ulaybel
otoug 2-8 °C. Ma va SLaAloeTe Toug KpUoTAAoug, Beppdvete to Neogen AldAupa MAUong (20X) otoug
30-35 °C o€ USATOAOUTPO 1) EMWACTAPA TIPLV TIAPACKEVACETE TO AtdAupa MAUonNG (1X).

5. Neogen Z0levypa Kapudiwv BpaltAiag HRP

la va tapaockeudoete 1X Z0Ceuypa Kapuduwv Bpaliiag HRP, mpooBéote éva pépog Neogen ZuleUypatog
Kapudlwv Bpaldiag HRP (10X) kat apatwote o€ 9 pépn StaAUpatog 1X Apatwtikov. NapaocKeudoTe APECWE TPV
TN Xprion. Kabe Neogen dpedtio Aokipaciag ELISA arattet 100 pL 1X Zulevypatog Kapudiwy Bpaliiag HRP.

Mpomapackeun Selypatog
Znpelwon: OAa ta Setypata mpemel va ekxUALdovtat pe 1X PuBpLotikd AtdAupa EkxUALong TipoBeppacpévo oToug
50-60 °C.

1.1 Mapaockeudote to Selypa yla ekxUALON TIPWTElvNg o€ éva KaBapod SOKLPAOTIKO CWANVAPLO 1) AVOAWGLUO
OWANVAPLO OTIWG TIEPLYPAPETAL oTOoV Mivaka 2.

Mivakag 2. MpoTmapaockeun Sslypatog

Nivakag Setypdtwv MéyeBog Apaiwaon (1/10)
Seiypartog
Tteped TPOPLUA 0,5+0,02 g MpooBéote 4,5+0,09 mL ipoBeppacpévou 1X

PuBpiotikol AtaAupatog EkyUALong

Yypd tpdLlpa 0,5+0,01 mL MpooBeote 4,5+0,09 mL tpoBeppacpévou 1X
PuBpiotikoV AtaAUpatog EkxUALong

Nepo TeAkng EkmAuong Zuotnudtwy | 0,5+£0,01 mL MpooBéote 4,5+0,09 mL tpoBeppacpévou 1X
Eritdmiou KaBapiopou (CIP) PuBptotikoV AtaAUpatog EkxUALong
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4.5 mL1X
Extraction buffer
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0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

2 e

0.5 mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2

1.3

1.4

Enwdote ta apalwpéva Selypata o€ avaklvoUpEVO USATOAOUTPO 1) AVAKLVOUKEVO ETIWACTIPA oToug 50-60 °C
yla 2541 Aemtd. Mia aAAn emiiloyn lvat va a@roste ta Selypata og USATOAOUTPO 1 EMWACTHPA OTOUG
50-60 °C kaL va ta avaklveite xetpokivnta yla 1 Aemtd kabe 5 Aettd.

META TNV EMWacn, Yuyokevpiote ta Selypata oe 5000-7000 rpm (3000 x g) yta 20 €wg 30 SeutepdAemta o
OPALPLELAKA CWHATLSLA ) APrOTE TA VA NPEUNOCOULV yLa 5 AETITA O 0TATW SOKLUACTIKWY CWANVAPLWV.

TUMEETE 100 pL amd to peoaio (uSatikd) otpwpa Kal tpoobéote to o€ 900 pL AtaAUpatog Apatwtikou (1X).
AvadeUote o avadeuTr)pa TUTIOU VOortex I} avakLvioTe yLa va avapei&ete Kahd. (AuTo avtlotolyel o apatwon

1/100 tou apxLkou Selypatog.)

50-60 °C
00:25:80

00:05:00

.

= I _—

2 100l =

= 900yl ==
= ——

3000 g / 00:00:30
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Awadikacia ELISA

2.1

Agpatpeote éva Neogen dpedtio Aokipactag ELISA ava Setypa ri/kat TipdTUTIO Kal TOTIOBETNOTE Ta PpeATLa
OTOV ouyKpatntipa @peatiwv. EmotpéPte ta axpnotpomointa Neogen dpedtia Aokipaoiag ELISA oto
OAOUMLVEVLO OOKOUAAKL, EMavacpaylote Katl BEote ek véou og YUAagN otoug 2-8 °C.

2.2 Xpnotpomowwvtag to Neogen ZupmUkvwpa Mpotumou Mpwteivng Kapudlwv Bpaldlhiag, mapackeudote eva
OET TECOAPWYV TIPOTUTIWV apALWHEVWY O€ ALdAUpa ApalwTtikou (1X).
ApLOpOG Zuykévtpwon MpotuTmou ‘OyKoG TtpoTUTIOU TIOU ‘Oykog tou StaAvpatog 1X
MpotUTOoU (ng/mL) mpootédnke oto 1X ApaLwTLKOUL
ApaLwTLko
4 270 10 pL Neogen ZUUTIUKVWHATOG 990 pL

Mpotumou Mpwtelvng
Kapudlwwv Bpadiiiag

3 20 200 pL mpotumou aplbuoc 4 400 pL
2 30 200 pL mpotumou aplbpog 3 400 pL
1 10 200 pL mpotumou aplbpog 2 400 pL
0 0 0 400 pL

2.3

2.4

2.5

2.6
2.7

2.8

2.9

Metagépete pe Tureta 100 Pl kdBe potuTou o€ Neogen dpedtia Aokipaoiag ELISA.

Mpotuto 0 (1X AldAupa ApatwTtikou)
Mpotuto 1 (10 ng/mL) ppb

Mpotuto 2 (30 ng/mL) ppb

Mpotuto 3 (90 ng/mL) ppb

Mpotuto 4 (270 ng/mL) ppb

Metapepete pe Tiuneta 100 pl Tou eKXUALOPEVOU SELyPATOG TIOU TTIAPACKEVACTNKE 0To PBripa 1.4 o€ éva
Neogen ®pedtio Aokipaotag ELISA.

Enwdote ta Neogen dpedtia Aokipaotag ELISA og avakwvntrpa pe eMelpoeldn kivnon pubuLlopévo os
400 rpm o€ Beppokpacia Swuatiou (20-25 °C) yla 30+2 AeTTd. ALATNPNOTE TA PPEATLA KAAUPHEVA KAl OE
eminedn B€on katd tn Stdpkela autol Tou PAPATOC yLa va artoTpEPETE TNV e€ATULON.

MeTA TNV EMWacn, avappoyrote ta meplexopeva twv Neogen dpeatiwv Aokipaoiag ELISA.

Fepiote teAelwg kABe Neogen ®pedtio Aokipaotag ELISA pe 1X AtdAupa NMAUong kat avappoyrote. Eav

n TAUON ylvetat xelpokivnta, avaotpePte to MAakisdLo kat pi&te/Tivagte ta eplexopeva o€ eva Soxelo
attoBAATWY KAl XTUTIAOTE TA PPEATLA ATTOTOPA ETIAVW O€ ATIOPPOPNTIKO XAPTL yLd VA APALPECETE TO
UTTOAELTIOPEVO SLAAUPA TIAUONG. ETtavaAdBete autd to Bripa TPELG POPES YLa VA CUVOAO TECOAPWY TIAUCEWV.

Metagéepete pe Treta 100 pL 1X Tulevypatog Kapudlwy Bpaliiag HRP og kaBs Neogen ®pedtio Aokipaoiag
ELISA. Emwdote o€ avakwntrpa pe eAeLoeLdn kivnon pubpiopévo og 400 rpm og Beppokpacia Swuatiou
yta 1042 Aemttd. AlatnproTe To TIAAKISL0 KAAUPPEVO OE OKOTELVO XWPO Kal o€ eTtinedn B€on Katd tn SLapkeLa
autou Ttou PBripatog.

ErtavaAdpete ta Bripata 2.6 Kat 2.7 yLa va 0OAOKANPWOETE €va GUVOAO TECOAPWY TAUCEWV HE TO ALAAUpa
MAVoNG (1X).

2.10 Metagépete pe muéta 100 pL Neogen AtaAupatog Xpwpoyoévou Yrootpwpatog (TMB) og kaBs Neogen

®pedtio Aokipaoiag ELISA.

2.11 Enwdote og avakwntripa e eNewpoeldn kivnon pubutopévo og 400 rpm o€ Beppokpacia Swpatiou yla

10 Aemttd. ALatnprjote To TIAOKISLO KAAUPPEVO O OKOTEWVO XWPO Kal o€ eTinedn Bon katd tn SLApKELa auToU
ToU Bripatoc.

2.12 Metd tnV enwaon, pooBéote 100 L Neogen AtaAUpatog AlakoTrg og kaBe Neogen ®dpedtio AokLpaotiag

ELISA kaL tpoodlopiote tnVv amoppoénon (ota 450 nm) evtog 30 AeTTwv.
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00:30:00/6eppokpaocia Swpatiou

00:10:00/6eppokpacia Swpatiou

Y
"/ﬂ« M
X%
_—
<
Chromogenic
Substrate Solution -

00:10:00/6eppokpaoia Swyatiou

AvVAAUCT ATIOTEAECHATWYV
3.1 Agaipéote tn peon Tt urtoBadpou yLa kdbe Setypa (EvSelgn péong amopponong tou Selypatog petov tnv
€veLEn p€ong amoppdPnong tou PN&evikol TipoTUTIOoU).

3.2 XpnolpoTmowvtag AOYLOHLKO UTIOAOYLOTH LKavo va TIapdyeL Tipooap oy AOYLOTLKNG KAPTIUANG TECOApWY
TIAPAPETPWY, KATACKEVUAOTE L TIPOTUTIN KAUTIUAN oXeSLAdovTag T cUyKEVTPpWOn o€ ng/mL (ppb) otov
agova x kat Tnv €vEelgn amopponaong os kABe avtiotolyo pdtuto otov agova y. Mmopet emiong va
xpnotpotownBel pooappoyr] S€UTEPNE TAENG TTOAUWVULKNG (TETPAYWVLKNG) 1 GAANG KAPTIUANG: woTtdoo, Ba
€lval pLa Alyotepo akpLng pocappoyr) TwY SESOUEVWV.

_ 8
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3.3 YToAOY(OTE TLG CUYKEVTPWOELG SELYPATOG amod TNV TPAOTUTIN KAPTIUAN: N HOVASA TOU amoTEAECHATOG

elvat ng/mL (ppb). Ztn ouvéxeLa, TIOAATAACLACTE TOV CUVTEAEOTH apalwong delypatog yla va AdBeTe tn
OUYKEVTPWON TOU apxLKoU Selypatod. MNa mapddetypa, AV N 6UVOALKN apatwaon tou Selypatog eivat 1/100,
KAl N oOUYKEVTPWON Selypatog Tng poTuUTING KAPTIUANG €lvat 200 ng/mL (ppb), n TEALKr) CUYKEVTPWON TOU
Selypartog etvat 200 ng/mL x 100 = 20.000 ng/mL (ppb), to omoio eivat 20 pg/mL (ppm).

EAdxLota Xapaktnplotika Attédoong

a. ToOpuo Avixveuong (LOD) tng avaiuong eival 1,3 ng/mL (ppb)
To 6pLo aviyveuong oplletal wg N XaPNAOGTEPN CUYKEVTPWAN TOU AAAEPYLOYOVOU OTOo e&eTalopevo Selypa ou
pTopel va StakplBel amd éva aAnBég TuAd delypa os kaboplopévo eminedo mbavotntacs. Mpoodlopiletal
TIPOCBETOVTAG TPELG TUTILKEG ATIOKALOELG TNV TLUNA PEONG OTITLKNG TIUKVOTNTAG 0apAvVTa OKTW emavaAiPewv
TOU PN&EVLKOU TIPOTUTIOU Kal UTtoAoylovtag TNV avtiotolyn CUyKEVTPWON.
B. To'Opto Mocotikou MNpocéloplopou (LOQ) etval 1 ppm
To 6pLo TTOCOTLKOU TIPOCSLOPLOpOU opideTal WG TO XAUNAOTEPO ETTESO TOU AAAEPYLOYOVOU O EVa
egetalopevo Selypa mou pmopel va ToooTLkotiolnBel eUAOya O€ €Va CUYKEKPLUEVO ETILTIESO TILOTOTNTAG .
Akpipela
AkpiBeLa evtog dokipaotag Méeoog dpog %CV = <10 N=12
AkpiBela petafl Soklpaclwv Méeoog dpog %CV = <10 N=12
BiBALoypayia

1.

U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices
for Nonclinical Laboratory Studies.

ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

Abbott, M., Hayward, S., Ross, W., Godefroy, S.B., Ulberth, F., Van Hengel, A. J., Roberts, ., Akiyama, H.,
Popping, B., Yeung, J.M., Wehling, P., Taylor, S., Poms, R.E., and Delahaut, P. (2010). Appendix M: Validation
Procedures for Quantitative Food Allergen ELISA Methods: Community Guidance and Best Practices. J. AOAC
Int. 93, 442-450.

Eme§ynon twv ZupBoAwv
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Informacje o produkcie

Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w
orzechach brazylijskich

Test immunoenzymatyczny (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) do analizy iloéciowej biatek orzecha

brazylijskiego

Opis i przeznaczenie produktu
Neogen® Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach brazylijskich jest przeznaczony do wykrywania
obecnosci biatek orzecha brazylijskiego w wodzie pochodzacej z ostatniego etapu ptukania w systemie CIP

(Clean-in-place), probkach $rodowiskowych, surowcach i w zywnosci przetworzone;j.

W Neogen Zestawie ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach brazylijskich wykorzystywana jest metoda
Sandwich ELISA. Biatka orzecha brazylijskiego obecne w prébce reagujg z przeciwciatem przeciwko orzechom
brazylijskim zaabsorbowanym na powierzchni studzienek do mikromiareczkowania z polistyrenu. Po usunieciu
niezwigzanych biatek przez wyptukanie dodaje sie przeciwciata przeciwko orzechom brazylijskim sprzezone z
peroksydazg chrzanowg (HRP). Takie znakowane enzymem przeciwciata tworzg kompleksy z wczesniej zwigzanym
biatkiem orzecha brazylijskiego. Po zakoriczeniu drugiego etapu ptukania enzym wigze sie zimmunosorbentem przez
dodanie substratu chromogenicznego, 3,3’,5,5-tetrametylobenzydyng (TMB). Kolor powstaty w wyniku tej reakcji
enzymatycznej jest bezposrednio zwigzany ze stezeniem biatek orzecha brazylijskiego w badanej prébce; w zwigzku
z tym absorbancja na poziomie 450 nm stanowi miare stezenia biatek orzecha brazylijskiego w badanej prébce. lloé¢
biatek orzecha brazylijskiego w badanej probce mozna wyekstrapolowaé ze standardowej krzywej utworzonej ze
standardéw znanego stezenia i dostosowanej w sposdb uwzgledniajgcy rozcienczenie probki.

Neogen Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach brazylijskich jest przeznaczony do stosowania w
$rodowisku laboratoryjnym przez specjalistéw stosownie przeszkolonych w zakresie praktyk laboratoryjnych. Firma Neogen
nie udokumentowata zastosowania tego produktu w gateziach przemystu innych niz zywnos$¢ i napoje. Przyktadowo firma
Neogen nie udokumentowata zastosowania tego produktu do badania prébek lekéw, kosmetykdéw, probek klinicznych ani
weterynaryjnych. Neogen Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach brazylijskich nie zostat zwalidowany w
odniesieniu do wszystkich mozliwych produktéw spozywczych, proceséw przetwarzania zywnosci i protokotow testowych.

Neogen Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach brazylijskich zawiera 96 studzienek, ktére opisano w

Tabeli 1.

Tabela 1. Sktadniki zestawu

Element

Charakterystyka

Sposéb
przygotowania
(szczegétowe
informacje
mozna znalezé
w sekcji Sposéb
przygotowania
reagentéw)

Przechowywanie

Stabilnosé

Neogen® Studzienki
do oznaczania biatek
orzecha brazylijskiego
metodg ELISA

Jeden woreczek foliowy
z ptytka zawierajgcag 96
studzienek pokrytych
przeciwciatami.

Gotowe do uzycia.

2-8°Cw
szczelnie
zamknietym
woreczku
foliowym

ze $rodkiem
pochtaniajgcym
wilgoé.

Ponownie uszczelnié¢
woreczek foliowy
zawierajgcy
niewykorzystane
studzienki oraz srodek
pochtaniajgcy wilgoé.
Przechowywacé w temp.
2-8°C, utrzymujac
stabilno$¢ az do terminu
waznosci zestawu.
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Neogen® Koniugat Jedna fiolka zawierajgca | Przed uzyciem 2-8°Cw Koniugat 10X

HRP do oznaczania 1,5 ml przeciwciat nalezy niezwtocznie | ciemnym zachowuje stabilnos¢

orzechow sprzezonych z rozcienczyé w miejscu. az do terminu

brazylijskich (10X) peroksydazg chrzanowa stosunku 1/10, waznosci zestawu.
(HRP) 10X. tworzgc roztwor

- roboczy 1X.

Neogen® Jedna fiolka o0 znanym Informacje na temat | 2-8°C. Nie Neogen Standardowy

Standardowy stezeniu biatek orzecha standardowego zamrazac. koncentrat do

koncentrat do brazylijskiego. sposobu oznaczania biatek

oznaczania biatek przygotowania orzecha brazylijskiego

orzecha brazylijskiego mozna znalez¢ w zachowuje stabilnos$¢

sekcji Procedura az do terminu waznosci
_ ELISA. zestawu.
Neogen® Jedna butelka zawierajgca | Przed uzyciem 2-8°C Neogen Roztwér

Rozcienficzalnik (5X)

50 ml rozcieniczalnika 5X.

nalezy niezwtocznie
rozcienczy¢ w
stosunku 1/5,
tworzac roztwoér
roboczy 1X.

rozcienczajgcy 5X
zachowuje stabilno$¢
az do terminu
waznosci zestawu.

Neogen® Roztwér
myjacy (20X)

Jedna butelka zawierajaca
50 ml roztworu myjgcego
20X.

Rozcienczyé w
stosunku 1/20,
tworzac roztwoér
roboczy 1X.

2-8°C zaréwno
w przypadku
roztworu
roboczego 1X,
jak i koncentratu
roztworu
roboczego 20X.

Neogen Roztwoér
myjacy 20X zachowuje
stabilno$¢ az do
terminu waznosci
zestawu. Roztwér
myjacy 1X zachowuje
stabilno$¢ przez okres
co najmniej jednego
tygodnia od momentu
przygotowania.

Neogen® Bufor do
ekstrakcji E26 (4X)

Jedna butelka zawierajgca
120 ml buforu do

Rozcienczyé¢ w
stosunku 1/4,

2-8°C zaréwno
w przypadku

Bufor do ekstrakcji 1X
oraz Neogen Bufor

ekstrakcji 4X. tworzac roztwor roztworu rozcienczalnika 4X
roboczy 1X. Przed roboczego 1X, zachowujg stabilnosé
uzyciem roztwér jak i Neogen az do terminu waznosci
roboczy nalezy koncentratu zestawu.
ogrzac do temp. buforu do
50-60°C. ekstrakcji 4X.
Neogen® Roztwér Jedna butelka zawierajgca | Gotowe do uzycia. 2-8°Cw Chroni¢ przed
substratu 12 ml 3,3°5,5™- ciemnym Swiattem. Neogen
chromogenicznego tetrametylobenzydyny miejscu. Roztwoér substratu
(TMB). chromogenicznego
zachowuje stabilno$¢
_ az do terminu waznosci
zestawu.
Neogen® Roztwér Jedna butelka zawierajgca | Gotowe do uzycia. 2-8°C Neogen Roztwor

zatrzymujacy reakcje

12 ml kwasu siarkowego
0,3 M.

zatrzymujacy reakcje
zachowuje stabilnos¢
az do terminu
waznosci zestawu.
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Materiaty niedostarczane wraz z zestawem:

Pipety i korncowki pipet do pobierania od 10 do 100 pl

Probéwki testowe

Podktadka/aspirator do ptytki do mikromiareczkowania

Woda destylowana lub dejonizowana

Czytnik ptytek do mikromiareczkowania

Roézne rodzaje sprzetu laboratoryjnego do przygotowania roztwordw reagentéw i buforéw
Licznik czasu

Wytrzgsarka typu Vortex

Kapiel wodna w wytrzgsarce lub inkubator z wytrzgsarka

Wytrzasarka orbitalna

Bezpieczenstwo

Uzytkownik powinien przeczytaé, zrozumiec¢ i przestrzegaé wszystkich wskazowek bezpieczenstwa dotyczacych
Neogen Zestawu ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach brazylijskich. Instrukcje bezpieczenstwa nalezy
zachowac do przysztego wykorzystania.

A OSTRZEZENIE: Oznacza niebezpieczng sytuacje, ktérej skutkiem, w razie braku podjecia srodkéw
zapobiegawczych, mogg by¢ powazne obrazenia ciata lub $mier¢ i/lub uszkodzenia mienia.

WAZNA INFORMACJA: Oznacza potencjalnie niebezpieczng sytuacje, ktérej skutkiem, w razie niepodjecia srodkéw
zapobiegawczych, moze by¢ uszkodzenie mienia.

A OSTRZEZENIE

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z ekspozycjg na chemikalia:

° Produkt nalezy utylizowaé zgodnie z aktualnymi lokalnymi/krajowymi/branzowymi normami i przepisami.

e  Uzytkownik musi zapewni¢ przeszkolenie swojego personelu w zakresie odpowiednich technik przeprowadzania
testow; na przyktad zasady Dobrej Praktyki Laboratoryjnej' lub ISO/IEC 170252,

° Nalezy zawsze przestrzegac¢ standardowych laboratoryjnych praktyk bezpieczenstwa, tagcznie z noszeniem
odpowiedniej odziezy i okularéw ochronnych przy pracy z reagentami.

° Nalezy unika¢ kontaktu skory z Neogen Roztworem zatrzymujgcym reakcje. Dodatkowe informacje dotyczace
bezpieczenstwa mozna znalez¢ w karcie charakterystyki substancji.

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z wystepowaniem wynikéw fatszywie ujemnych prowadzacych do dopuszczenia

do obrotu produktéw skazonych:

° Neogen Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach brazylijskich nalezy przechowywaé w sposéb
podany na opakowaniu i w informacjach o produkcie.

° Neogen Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach brazylijskich nalezy stosowaé¢ w odniesieniu
do prébek zywnosci i prébek srodowiskowych poddanych walidacji wewnetrznej lub przez niezalezne organizacje.

° Nalezy postepowac zgodnie z protokotem i wykonywac testy zgodnie z zaleceniami podanymi w Informacjach o
produkcie.

° Firma Neogen nie udokumentowata zastosowania Neogen Zestawu ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach
brazylijskich w gateziach przemystu innych niz zywno$¢ i napoje. Przyktadowo firma Neogen nie udokumentowata
zastosowania tego produktu do badania probek lekéw, kosmetykdw, probek klinicznych ani weterynaryjnych.

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z wystepowaniem niedoktadnych wynikéw prowadzacych do dopuszczenia do

obrotu produktéw zanieczyszczonych:

° Nalezy uzywac tylko Neogen Zestawu ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach brazylijskich z waznym
terminem waznosci.

° Roztwory robocze nalezy zawsze przechowywacé przy uzyciu stezonych reagentéw Neogen Zestawu ELISA do
wykrywania biatek obecnych w orzechach brazylijskich w temperaturze 20-25°C.
Standardowego koncentratu do oznaczania biatek orzecha brazylijskiego Neogen nie nalezy zamrazaé.
Jesli kolor roztworu substratu chromogenicznego zmieni sie na niebieski, nie nalezy go uzywac. W celu unikniecia
krzyzowego zanieczyszczenia Neogen Roztworu substratu chromogenicznego nalezy przestrzegac zasad Dobrej
Praktyki Laboratoryjnej'.

Neogen® Allergen Protein Testing Kits nie sg przeznaczone do wykrywania zhydrolizowanych biatek.

Zestawy Neogen Allergen Protein Kits sg przeznaczone do wykrywania biatek w przetworzonej zywnosci, po ich
uprzednim rozpuszczeniu w buforze ekstrakcyjnym Neogen. Niektére procesy przetwarzania zywnosci moga
ogranicza¢ wykrywanie docelowych biatek.
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° Niektdre procesy przetwarzania zywnosci mogg wptywac na wykrywanie biatek w prébkach zywnosci.
Przy stosowaniu Zestawu Neogen Allergen Protein Kit uzytkownik powinien zweryfikowac¢, czy metoda jest
odpowiednia do zatozonego celu i wymagan uzytkownika.

WAZNA INFORMACJA

Aby ograniczy¢ ryzyko zwigzane z niedoktadnym wynikiem:

e  Stabilno$¢ probki po ekstrakcjach nie zostata oceniona. Bezpos$rednio po dokonaniu ekstrakcji prébki nalezy
przeprowadzi¢ procedure ELISA.

e  Aby zapobiec zanieczyszczeniu krzyzowemu standardowe roztwory do oznaczania biatek orzecha brazylijskiego
Neogen nalezy obstugiwac przy zastosowaniu Dobrych Praktyk Laboratoryjnych.

Aby uzyska¢ dodatkowe informacje, nalezy zapoznac sie z kartg charakterystyki.

W celu uzyskania informacji lub dokumentaciji na temat charakterystyki produktu zapraszamy do odwiedzenia strony
www.neogen.com lub skontaktowania sie z lokalnym przedstawicielem lub dystrybutorem firmy Neogen.

Obowiazki uzytkownika

Uzytkownicy sg zobowigzani do zapoznania sie z instrukcjami oraz informacjami o produkcie. W celu uzyskania dalszych
informacji nalezy odwiedzi¢ strone internetowg www.neogen.com lub skontaktowa¢ sie z lokalnym przedstawicielem
lub dystrybutorem firmy Neogen.

Jak ze wszystkimi metodami testow uzywanymi do analizy spozywczej, matryca testowa moze wptynaé na wyniki
testu. Przy wyborze metody testowania nalezy pamietaé, ze takie czynniki zewnetrzne, jak metody préobkowania,
protokoty testowania, przygotowanie prébki, dalsze postepowanie i technika laboratoryjna mogg wptywac na
uzyskiwane wyniki. Sama préobka spozywcza moze wptynaé na wyniki.

Uzytkownik jest odpowiedzialny za wybranie takiej metody testu lub takiego produktu, by oceni¢ odpowiednig liczbe
prébek i tak, by wybrana metoda spetniata wymagania uzytkownika.

Obowigzkiem uzytkownika jest réwniez dopilnowanie, aby zastosowane metody testowania i uzyskane wyniki spetniaty
wymagania klienta i dostawcy.

Podobnie jak w przypadku kazdej metody testowania, wyniki uzyskiwane za pomocg produktu firmy Neogen Food
Safety nie stanowig gwarancji jakosci testowanych macierzy lub proceséw.

Ograniczenie gwarancji/Ograniczone srodki zaradcze

JESLI NIE ZOSTALO TO WYRAZNIE OKRESLONE W ROZDZIALE DOT. OGRANICZONEJ GWARANCUJI
POJEDYNCZYCH OPAKOWAN PRODUKTOW, FIRMA NEOGEN WYtACZA ODPOWIEDZIALNOSC WSZYSTKICH
GWARANCJI DOMNIEMANYCH | DOROZUMIANYCH, W TYM MIEDZY INNYMI, DOWOLNYCH GWARANCJI
ZGODNOSCI Z PRZEZNACZENIEM | PRZYDATNOSCI DO OKRESLONEGO CELU. W razie wad jakiegokolwiek produktu
firmy Neogen Food Safety firma Neogen lub jej autoryzowany dystrybutor wymieni taki produkt lub, wedle wtasnego
uznania, zwréci koszty zakupu tego produktu. Sg to jedyne przystugujgce srodki zaradcze. W przypadku dalszych pytan
prosimy o kontakt z przedstawicielem firmy Neogen lub autoryzowanym dystrybutorem firmy Neogen.

Ograniczenie odpowiedzialnosci firmy Neogen

FIRMA NEOGEN NIE BEDZIE ODPOWIEDZIALNA ZA JAKIEKOLWIEK SZKODY ANI STRATY, ZAROWNO
BEZPOSREDNIE, POSREDNIE, SZCZEGOLNE, UBOCZNE LUB NASTEPCZE, W TYM MIEDZY INNYMI ZA UTRACONE
ZYSKI. W zadnym wypadku odpowiedzialno$¢ firmy Neogen przyznana na mocy prawa nie moze przekroczy¢ ceny
zakupu rzekomo wadliwego produktu.

Przechowywanie i utylizacja
Zawartos¢ Neogen Zestawu ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach brazylijskich nalezy przechowywaé w
temp. 2—-8°C. Nie zamrazaé. Rozcienczone roztwory robocze nalezy przechowywac w sposéb opisany w Tabeli 1.

Komponentéw Neogen Zestawu ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach brazylijskich nie nalezy uzywac¢ po
uptywie terminu waznosci. Termin waznosci i numer partii podano na zewnetrznej etykiecie pudetka.

Produkt nalezy utylizowaé zgodnie z aktualnymi lokalnymi/krajowymi/branzowymi normami i przepisami.

Instrukcja uzycia
Nalezy doktadnie przestrzegaé wszystkich instrukcji. W przeciwnym razie wyniki mogg by¢ niedoktadne.
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Sposéb przygotowania reagentéw

Przed zastosowaniem nalezy zapewnié temperature pokojowg (20—-25°C) wszystkich reagentéw. Do rozcienczania i
przechowywania roztwordéw roboczych nalezy uzywac czystego sprzetu laboratoryjnego.

a. Neogen Bufor do ekstrakcji

W celu przygotowania buforu do ekstrakcji 1X nalezy dodaé jedng cze$éé Neogen Buforu do ekstrakcji (4X) i
rozcienczyc¢ jg w trzech czesciach wody dejonizowanej lub destylowanej. Przed uzyciem nalezy wstepnie ogrzaé
bufor do ekstrakcji (1X) do temp. 50-60°C w kapieli wodnej lub inkubatorze wstrzgsowym. Na kazdg probke
potrzebne jest 4,5 ml buforu do ekstrakcji 1X.

b. Neogen Roztwér rozcienczajacy

W celu przygotowania roztworu rozcienczajgcego 1X nalezy dodaé jedng cze$é Neogen rozcienczalnika (5X) na
cztery czesci wody dejonizowanej lub destylowanej. Na kazdg probke potrzebne jest tgcznie 4,5 ml roztworu
rozcienczajgcego 1X.

c. Neogen Roztwér myjacy
W celu przygotowania roztworu myjgcego 1X nalezy dodaé jedng czeé¢ Neogen roztworu myjgcego (20X) na 19

czesci wody dejonizowanej lub destylowanej. Na kazdg studzienke Neogen ELISA potrzebne jest okoto 2,5 ml
roztworu myjgcego 1X.

Uwaga: W przypadku przechowywania Neogen roztworu myjgcego (20X) w temperaturze 2-8°C moze doj$¢ do
tworzenia sig krysztatkéw. W celu rozpuszczenia krysztatkow przed przygotowaniem roztworu myjgcego (1X)
nalezy ogrzaé¢ Neogen roztwér myjacy (20X) do temp. 30-35°C w kapieli wodnej lub inkubatorze.

d. Neogen Koniugat HRP do oznaczania orzechéw brazylijskich

W celu przygotowania koniugatu HRP do oznaczania orzechéw brazylijskich 1X nalezy doda¢ jedng czesé¢
Neogen koniugatu HRP do oznaczania orzechéw brazylijskich (10X) i rozcienczyé jg w 9 czeéciach roztworu
rozcienczajgcego 1X. Przygotowac¢ bezposrednio przed uzyciem. Na kazdg studzienke Neogen ELISA potrzebne
jest 100 pl koniugatu HRP do oznaczania orzechéw brazylijskich 1X.

Przygotowanie prébek
Uwaga: Wszystkie probki nalezy wyizolowaé przy uzyciu buforu do ekstrakcji 1X wstepnie ogrzanego do temp. 50-60°C.

1.1 Przygotowacé prébke do ekstrakcji biatka w czystej probéwce testowej lub jednorazowej probéwce w sposéb
opisany w Tabeli 2.

Tabela 2. Przygotowanie prébek

Macierz prébki Wielko$é Rozcienczenie (1/10)
prébki
Produkty spozywcze w postaci statej 0,5+0,02¢g Doda¢ 4,5 + 0,09 ml wstepnie ogrzanego buforu do

ekstrakcji 1X

Produkty spozywcze w postaci ciektej 0,5 0,01 ml Doda¢ 4,5 + 0,09 ml wstepnie ogrzanego buforu do
ekstrakcji 1X

Woda pochodzgca z ostatniego etapu 0,5+ 0,01 ml Doda¢ 4,5 + 0,09 ml wstepnie ogrzanego buforu do
ptukania systemu Clean-in-Place (CIP) ekstrakcji 1X
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Produkt w postaci statej
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oo 4.5 mL1X
Extraction buffer

Produkt w postaci ciektej
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0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer
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cIP
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0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2

1.3

1.4

Inkubowacé rozcierczone probki we wstrzgsowej kapieli wodnej lub inkubatorze wstrzgsowym w temp. 50-60°C
przez 25 = 1 minut. Inny sposdb polega na pozostawieniu probek w kapieli wodnej lub inkubatorze w temp. 50-60°C i
wstrzgsaniu recznie przez 1 minute co 5 minut.

Po zakonczeniu inkubacji probki nalezy wirowaé z predkoscig 5000—7000 obr./min (3000 x g) przez od 20 do 30
sekund w celu wytrgcenia czagsteczek lub pozostawi¢ je do opadniecia 5 minut w stojaku na probéwki testowe.

Pobra¢ 100 pl ze $srodkowej (wodnej) warstwy i doda¢ je do 900 pl roztworu rozcienczajgcego (1X). Odwirowaé lub
wstrzagsngé w celu doktadnego zmieszania (odpowiada to rozcieficzeniu oryginalnej préobki w stosunku 1/100).
50-60°C
00:25:00

100pl =
900yl =

_— .
X Diluent

—-—

3000 g /7 00:00:30
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Procedura ELISA

2.1

Wyija¢ jedna studzienke ELISA Neogen na prébke i/lub standardowy roztwér i umiesci¢ studzienki w uchwycie
na studzienki. Niewykorzystane studzienki ELISA Neogen nalezy umiesci¢ z powrotem w foliowym woreczku i
ponownie odtozy¢ w miejsce przechowywania w temp. 2—-8°C.

2.2 Uzywajac Neogen standardowego koncentratu do oznaczania biatek orzecha brazylijskiego, przygotowaé zestaw
czterech standardowych roztworéw rozciericzonych w roztworze rozcieniczalnika (1X).
Numer Stezenie standardowego Objetosé standardowego Objetosé roztworu
standardowego roztworu roztworu dodana do rozcienczalnika 1X
roztworu (ng/ml) rozcienczalnika 1X
4 270 10 pl Neogen standardowego 990 ul

koncentratu do oznaczania
biatek orzecha brazylijskiego

3 20 200 pl standardowego roztworu 400 pl
numer 4

2 30 200 pl standardowego roztworu 400 pl
numer 3

1 10 200 pl standardowego roztworu 400 pl
numer 2

0 0 0 400 pl

2.3

2.4
25

2.6
2.7

2.8

2.9

Odpipetowac 100 ul kazdego standardowego roztworu do studzienek ELISA Neogen.

Standardowy roztwér 0 (1X roztwér rozcienczalnika)
Standardowy roztwér 1 (10 ng/ml) ppb
Standardowy roztwér 2 (30 ng/ml) ppb
Standardowy roztwér 3 (90 ng/ml) ppb
Standardowy roztwér 4 (270 ng/ml) ppb

Odpipetowac 100 ul wyekstrahowanej probki przygotowanej w kroku 1.4 do studzienki ELISA Neogen.

Inkubowa¢ studzienki ELISA Neogen w wytrzgsarce orbitalnej ustawionej na 400 obr./min w temp. pokojowej (20-25°C)
przez 30 = 2 minut. Podczas tego etapu studzienki nalezy pozostawi¢ przykryte, aby zapobiec odparowaniu.

Po zakonczeniu inkubacji zaaspirowaé zawartos¢ studzienek ELISA Neogen.

Catkowicie wypetni¢ kazda studzienke ELISA Neogen roztworem myjgcym 1X i zaaspirowaé go. W przypadku
recznego ptukania nalezy odwrdécié ptytke i przelaé/wytrzasngé zawartosé do pojemnika na odpady i mocno
uderzy¢ w studzienki na papierze chtonnym, usuwajac pozostatosci roztworu myjgcego. Powtdrzyé ten etap
trzykrotnie dla wszystkich czterech ptukan.

Odpipetowac¢ 100 pl koniugatu 1X HRP do oznaczania orzechéw brazylijskich do kazdej studzienki ELISA Neogen.
Inkubowac¢ w wytrzgsarce orbitalnej ustawionej na 400 obr./min w temp. pokojowej przez 10 = 2 minut. Podczas
tego etapu ptytka powinna byé przykryta (brak dostepu $wiatta) i wypoziomowana.

Powtérzyé kroki 2.6 i 2.7, przeprowadzajgc wszystkie cztery ptukania przy uzyciu roztworu myjgcego (1X).

2.10 Odpipetowaé 100 pyl Neogen Roztworu substratu chromogenicznego (TMB) do kazdej studzienki ELISA Neogen.

2.11 Inkubowaé w wytrzgsarce orbitalnej ustawionej na 400 obr./min w temp. pokojowej przez 10 minut. Podczas tego

etapu ptytka powinna byé przykryta (brak dostepu $wiatta) i wypoziomowana.

2.12 Po zakonczeniu inkubacji doda¢ 100 pul Neogen Roztworu zatrzymujgcego reakcje do kazdej studzienki ELISA

Neogen i okresli¢ absorbancje (przy wartosci 450 nm) w ciggu 30 minut.
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00:30:00/temperatura pokojowa

00:10:00/temperatura pokojowa
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Analiza wyniku
3.1 Odjg¢ srednig wartosé zaktocen dla kazdej prébki (§redni odczyt absorbancji probki minus $redni odczyt
absorbancji wzorca zerowego).

3.2 Za pomocg oprogramowania komputerowego umozliwiajgcego wygenerowanie dopasowania krzywej logistyczne;j
czterech parametréw nalezy stworzy¢ krzywa roztworu standardowego przez przedstawienie stezenia w ng/ml
(ppb) na osi x, a odczytu absorbanciji dla kazdego odpowiedniego roztworu standardowego na osi y. Mozna réwniez
wykorzystaé wielomian drugiego stopnia (kwadratowy) lub inne dopasowania krzywej; bedg one jednak stanowic¢
mniej precyzyjne dopasowanie danych.
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3.3 Obliczyé stezenia probki krzywej roztworu standardowego; jednostka wyniku to ng/ml (ppb). Nastepnie

nalezy pomnozy¢ wynik przez wspotczynnik rozcienczenia prébki w celu uzyskania stezenia oryginalnej
probki. Przyktadowo: jesli catkowite rozcienczenie prébki wynosi 1/100, a stezenie probki krzywej roztworu
standardowego wynosi 200 ng/ml (ppb), ostateczne stezenie prébki wynosi 200 ng/ml x 100 = 20 000 ng/ml
(ppb), czyli 20 pg/ml (ppm).

Minimalne parametry uzytkowe

a. Analityczna granica detekcji (LOD) wynosi 1,3 ng/ml (ppb).
Granice detekc;ji okresla sie jako najnizsze stezenie alergenu w probce testowej, jakie mozna odréznié od probki
rzeczywiscie zerowej z konkretnym poziomem prawdopodobienstwa®. Okreéla sie jg przez dodanie trzech
odchylen roztworu standardowego do $redniej wartosci gestosci optycznej czterdziestu o§miu kopii wzorca
zerowego i obliczenie odpowiedniego stezenia.
b. Granica kwantyfikacji (LOQ) wynosi 1 ppm.
Granice kwantyfikacji okresla sie jako najnizsze stezenie alergenu w prébce testowej, jakie mozna wyodrebni¢ w
granicach rozsadku z konkretnym poziomem doktadnosci®.
Doktadnos$é
Doktadnosé wewnatrztestowa Srednia %CV = <10 N=12
Doktadnos¢ miedzytestowa Srednia %CV = <10 N=12
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X NEOGEN
VHCTpyKUUM K NnpenapaTy

ELISA Ha6op (npoTenH bpa3unsibcKkoro opexa)

MMmmyHodpepmMeHTHbIV aHanus (ELISA) ans Konn4yecTBeHHOI OL,EHKU NPOTEMHOB 6pasn/ibCckoro opexa.

OonuncaHue n npegHasHayvyeHue npoaykKTa

Neogen® ELISA Habop (npoTenH bpasunnbckoro opexa) npegHasHayeH Ans 06Hapy>XeHns NMpoTenHOB
6pasunnbCkoro opexa B drHanbHOM Boge npu 6e3pasbopHoii unctke (CIP), npobax 13 okpyxatoLLelt cpeabl,
NULLEBbIX MHIPeAneHTax 1 NULLEBbIX MPOAYKTaX, MOABEPrLUNXCS TEXHOIOMMYeCcKon obpaboTke.

Neogen ELISA Habop (npoTenH bpa3nnbckoro opexa) MCNoAb3yeTcs C MpUMeHeHNEM CIHABUY-TEXHUKN.
MpucyTcTBytOLWME B Npobe NpoTenHbl 6pa3nsibCkoro opexa B3anMOAeCTBYHOT C aHTUTenamMmm 6pasnnbeKoro
opexa, NorfoLWweHHbIMN MNOBEPXHOCTLIO MOJINCTUPOJIOBLIX MUKPOTUTPALMOHHBIX d4eek. [Nocne yaganeHus
CBOBOAHbLIX MPOTEMHOB NyTEM MPOMbIBaHWNSA A06aBAAKOTCA aHTUTEeNa 6pas3nabCKOro opexa, KOHbIrVMPOBaHHbIE C
nepokcugasomn xpeHa (HRP). 3Tn meyeHHble bepMeHTOM aHTUTeNa 06Pa3yoT KOMMJIEKCHbIE COeAVIHEHUS C paHee
CBSA3aHHbIM NPOTEMHOM 6Pa3nIbLCKOro opexa. lNocae BTOPOro atana NpoMbIBaHUSA 0BHapy>XBaeTcs GepMeHT,
CBSA3aHHBIN C MMMYHOCOP6HEHTOM, NyTEM A06aBNEHUA XPOMOreHHOro cybcTpara, 3,3',5,5'-TeTpameTnnbeH3nanHa
(TMB). I3ameHeHVe LBeTa BC/1eACTBME 3TOV depMeHTaTUBHOM peakunm NPONCXOAMT B MPSMOL 3aBUCMMOCTIY OT
KOHLIeHTpaLmn npoTenHa 6pa3nibCkoro opexa B nccaegyemon npobe. Takmm obpasom, abcopbums npu ganHe
BOJIHbI 450 HM ABNISIeTCA NokasaTenem KOHLeHTpaLmy npoTemnHa 6pa3mnibCkoro opexa B nccaesyemMon npobe.
KonnuectBo npoTenHa 6pa3nibCKOro opexa B nccaesyemMoin npobe MOXHO 3KCTPanoMpoBaTh No CTaHAAPTHOW
KPVBOIA, MOCTPOEHHOW Ha OCHOBAaHUN CTaHAAPTHbBIX PaCTBOPOB M3BECTHOW KOHLLEHTPaLMM 1 CKOPPEKTUPOBaHHOWM
B 3aBMCUMOCTM OT CTeneHu pasBeeHns Npobsbil.

Neogen ELISA Habop (npoTenH bpa3nnbckoro opexa) npegHa3HayeH AN MCNob30BaHUS B 1abopaTopHbIX
YCNOBUSAX CNeLmnancTaMm, KoTopble NpoLUIv NpodeccnoHaNbHY NOAroTOBKY NO BONMPOCaM MEeTOA0B
nabopaTopHbIX nccnegosaHuin. Komnanma Neogen JOKYMeHTa/IbHO He MOATBEPXKAana BO3MOXHOCTb
MNCNONb30BaHMNA 3TOro NPOAYKTa B APYrvX OTPAcAAX NPOMbILLNEHHOCTW, KpOMe OTPacIv MPON3BOACTBA NPOAYKTOB
nUTaHMA 1N HanMTKoB. Hanpunmep, komnaHma Neogen He noatTeepxxzana AOKYMeHTabHO BO3MOXHOCTb
MNCMOJIb30BaHMSA 3TOMO NPOAYKTa A8 TeCTMPOBaHNA GapMaLeBTUUYeCKMX, KOCMEeTUYECKNX, KITMHNYECKNX

nnv BeTeprHapHbix Npob. Neogen ELISA Habop (MpoTenH Bpa3nibckoro opexa) He oLLeHMBAaNCsa Co BCeEMU
BO3MOXHbIMW MULLEBbIMY NPOAYKTaMM, MpoLeccaMmy 06paboTkm NPOAYyKTOB 1 MPOTOKOAaMU aHamsa.

Neogen ELISA Habop (npoTenH bpasnnbckoro opexa) CoOAepXuT 96 aueek, KOTopble onmncaHbl B Tabanue 1.
Ta6nuua 1. KOMMNOHEeHTbI KOMMeKTa

nemMeHT O603Ha4yeHune MoproroBka XpaHeHwne YcToiumBoCThb
(cm. noapo6Hee
B pa3pene
«lMoaroroBka
peareHTOB»)
AYenkm cncTemsl OpnH loToBO K 2-8°CsB NMoBTOpHO
«Neogen® ELISA bonbrmpoBaHHbIN 1ICNO/Ib30BaHNIO. | repMeTVYHOM repmeTusnpyinTe
Habop (NpoTeunH nakeT C MJaHLLEeTOM bonbrmpoBaHHOM GONbrMpoBaHHbIN
Bpa3snnbckoro 13 96 CbeMHbIX nakere c nakeT, COAepP>XKaLLnii
opexa)» AYeek, NOKPbITbIX B/1aronorsioTUTeneM. | HeMcnob30BaHHbIe
aHTUTEeNaMN. AYEViKU 1
B/1aronorjoTuTesb.
[Ana nopgaep>kaHusa
YCTOMYMBOCTA

XpaHuTe rnpu
Temnepatype 2-8 °C
A0 NCTeYeHns Cpoka
rofHoCTV Habopa.
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Neogen®

KoHbtorat HRP ans
6pa3nnbLCKOro opexa
(10-KpaTHbIN)

OgHa amnyna ¢

1,5 Mn 10-kpaTtHOro
KOHLeHTpaTa
aHtuTen (10X),

UTtobbl caenathb
1-KpaTHbIN
pabounii pacTteop,
passejuTe B

2-8 °C B TeMHOTe.

10-kpaTHbIN
KOHBIOraT yCTonumB
[0 NCTeveHns cpoka
rogHoCTV Habopa.

KOHBIOIMPOBAHHbLIX C | COOTHOLLEHWM
nepokcuaason xpeHa |[1/10
(HRP). HenocpesCcTBeHHO
B
NCMONb30BaHVEM.
Neogen® OpgHa amnyna CraHpapTHyto 2-8 °C. He Neogen CTaHAapTHBbI
CTaHAapTHbIN C N3BECTHOM npoveaypy 3amMopaxwuBainTe KOHLleHTpaT
KOHLeHTpaT KOHLleHTpaumeri NOArOTOBKM NPoAyKT. npoTtenHa
npoTtemnHa npoTtemnHa CM. B pasgene 6pa3nIbCKOro
6pa3nibCKoro opexa | bpasnnbckoro opexa. | «Mpoueaypa opexa yCcTo4ynB 0
ELISA». MCTeyYeHns Cpoka
_ rogHocTn Habopa.
Neogen® OanH dnakoH ¢ YT0obbI caenatb 2-8°C 5-kpaTHbIVi Neogen
PazbaButens 50 mn 5-kpaTHOro 1-KpaTHbIN PacTBOp pa3basutens
(5-KpaTHbI) pa3baBuTens. pabouunii pacteop, yCTONYMB O
passeanTe B ncTeveHns cpoka
COOTHOLLEeHUN 1/5 rogHOCTV Habopa.
HenocpeACTBEHHO
NCMONb30BaHVEM.
Neogen® PactBop OaviH dnakoH ¢ YTobbl caenatb 2-8 °C gnsa 20-KpaTHbIi
AN MPOMbIBaHNSA 50 mn 20-kpaTHOroO 1-KpaTHbIN 1-KpaTHOro Neogen PacTBop

(20-KpaTHbIN)

pactBopa A/
NPOMbIBaHMSI.

pabounii pacteop,
pa3BejuTe B
COOTHOLLUEHNM
1/20.

pabouyero pacrsopa
1 20-KpaTHoro
KOHLeHTpaTa
pacTBopa A1
NPOMbIBaHUS.

NSt NPOMbIBaHUS
YCTONYMB A0
ncTeveHns cpoka
roAHoOCTM Habopa.
1-KpaTHbIN pacTBOp
ANS NPOMbIBaHNS
YCTOMYNB KaK
MWHVMYM B TeyeHue
OJIHOW Heaenn nocne

NOArOTOBKM.
Neogen® OanH dnakoH co UTtobhbl caenatb 2-8 °C gnsa 1-KpaTHbIN
DKCTPAKLMNOHHbIV 120 Mn 4-KpaTHOro 1-KpaTHbIV 1-kpaTHOro 3KCTPAKLMOHHbI
6ydep (4-KpaTHbIA) | 3KCTPAKLMOHHOIO pabouunii pactBop, | pabouero pactBopa |6ydep u
E26 bydepa. passeauTte B 1 4-KpaTHOro 4-kpaTHbIi Neogen

COOTHOLLIEHUM KOHLleHTpaTa DKCTPaKLMNOHHBIN
1/4.Nepep Neogen 6ydep ycTonumBbI
NCroJib30BaHMEM | DKCTPaKLUMOHHOIo [0 NCTeYeHNs CPpoKa
HarpeiiTe pabounri | bydepa. rogHoCTV Habopa.
pactsop 4o 50-
60 °C.
Neogen® PactBop OavH ¢nakoH c 12 mn | FfoToBO K 2-8 °C B TeMHOTe. Beperute oT cBeTa.
XPOMOreHHOoro 3,3.5,5- 1CNOJIb30BaHNIO. Neogen PacTtBop
cybctpata TeTpaMeTUN6eH3nAMHA XPOMOTFeHHOro
(TMB). cybcTpata ycTonume

[0 NCTeYeHUs cpoka
rogHOCTV Habopa.
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Neogen® OaviH dnakoH ¢ 12 mn | FoTOBO K 2-8 °C Neogen
OcTaHaBAMBaOLWNIA | CEPHON KNCOTLI B 1CMO/Ib30BaHMIO. OcTaHaBAvBalOLLNI
pactsop KoHUeHTpauwnum 0,3 M. pacTBop yCcToOnuYmMB

A0 ncreyveHnsa cpoka

MaTepuanbl, KOTOpble He MOCTaBNSATCA B Habope:

npeumsnoHHbIe MMMNETKN N HaKOHeYHNKKY Ana nuneTtok Ha 10-100 mkn;

npo6unpKY;

YCTPOWCTBO AN MPOMbIBAHUS U aCNVpauyivi MUKPOTUTPALMOHHBIX MAaHLLETOB;
ANCTUNNNPOBAHHAS UNU AeNOHN3VPOBaHHAsA BOAJ;

aBTOMaTM4ecKoe CYMThbIBatoLLee YCTPOWCTBO A1 MUKPOTUTPALMOHHbBIX MAaHLLETOB;
pasnunyHas nabopaTopHas nocyaa Ans NoAroTOBKYM peareHToB 1 6ydepHbIX pacTBOPOB;
Tarimep;

BUXPEBOV CMecuTeNb;

BOAAHasA baHsA-LlenKep Nn LWelkep-nHKybaTop;

opbuTanbHbIN LWenkep.

TexHuKa 6e3onacHoOCTU

Monb3oBaTe/Nb JO/KEH NPOYECTb, MOHATL N CO6IOAATEL BCE YKa3aHWA Mo TeXHMKe 6e30NacHOCTN B MHCTPYKLMAX
K cncteme «Neogen ELISA Habop (npoTenH bpa3nibckoro opexa)». CoXpaHuTe MHCTPYKLMYM NO TEXHUKE
6e30MacHOCTM A1 NCMOb30BaHWA B JafbHelilleMm.

A NPEAYNPEXAEHUE. YkasbiBaeT Ha ONacHyto CUTyaLmio, KOTopasi, eC/in ee He n3bexaTb, MOXeT NpuBecTu K
CMepTU UK TAXENOM TpaBMe 1 (M) K MOBPEXAEHWNIO NMYLLIECTBa.

YBEAOMJIEHUME. Yka3biBaeT Ha NOTEHLMaNAbHO ONACHYH CUTYaLMIo, KOTOPasi, ecsin ee He n3bexaTb,
MOXET MPUBECTU K MOBPEXAEHUIO MMYLLIECTBA.

A MNMPEAYNPEXAEHWE

AnA CHUWKEHNA PNCKOB, CBA3aHHbIX C BO3AEACTBMEM XMMMNYECKUX BELLLEeCTB, Npuaep>XuBanitecb

nepeyYmncaeHHbIX HUXKe peKoMeHaaLniA.

e  YTUAM3NPYViTE B COOTBETCTBUM C TEKYLLUMMU MECTHLIMU, PErMoHaNbHbIMW, HaLMOHaIbHbIMK, OTPac/ieBbIMU
CTaHAapTamMu 1 HOPMaMMU.

e [lonb3oBaTtesb A0/KEH 0O6YUNTL NepcoHan HaZ/1exXxallnm MeToAnKam NpoBeAeHns aHannsa, Hanprmep B
COOTBETCTBMMU C NpaBuiamu «Hagnexaluas nabopatopHas npakTuka»' nnu ctaHgaptom ISO/IEC 170252,

e 06g3aTenbHO cobntofanTe cTaHAAPTHbBIE NabopaTopHble Mepbl 0becneyeHns 6€30MacHOCTH, B TOM Yncie
NCNOMb3YITe 3aLlMTHYIO OfeXAy 1 CpeAcTBa 3allMThl F1a3 Npu paboTe C peareHTaMu.

e  l36eraliTe KOHTakTa Neogen OcTaHaBAMBalOLLEro pacTBopa € KOXen. JonoNHUTeNbHYIO MHGOPMaLMIO O
TexH1Ke 6e30MacHOCTM CM. B NacnopTte 6e3onacHOCTN MaTepuana.

ANnA cCHN>XKeHUA PUCKOB, CBA3aHHbIX C NoJlydyeHUeM JIOXKHOOTpuLaTes/lbHbIX pe3ysibTaToOB Y MPOU3BOACTBOM

3arpsisHeHHbIX NPOAYKTOB, HEO6X0AMMO cobtoAaTh crieayloLime npasuna.

e  XpaHute Neogen ELISA Habop (MpoTenH bpa3nnbCckoro opexa) CorlacHoO ykasaHUAM Ha YnakoBKe U
VIHCTPYKLMAM K Npenapary.

e  Vicnonb3yinte Neogen ELISA Habop (npoTenH bpa3nnbckoro opexa) 415t Npo6 nuLLLeBbIX NPOAYKTOB 1 NPob n3
OKpYy>atoLLeit cpefbl, KOTOpble MPOLUAV BHYTPEHHIOK U CTOPOHHIOK NMPOBEPKY.
Cobntogarite MPOTOKON U BbINMOAHSAKTE TECTUPOBaHME B CTPOrOM COOTBETCTBUM C MHCTPYKLUUSAMU K MpenaparTy.
KomnaHusa Neogen goKyMeHTa/lbHO He NoATBepXjana BO3MOXHOCTb UCMOJIb30BaHUA cucTeMbl «Neogen
ELISA Habop (npoTenH bpa3nnbCKoro opexa)» B APYrvx oTpacssx, KpoMe Npou3BOACTBA NPOAYKTOB
NUTaHVA 1 HaNMTKoB. Hanpumep, komnaHua Neogen He NoATBepXAaia AOKYMeHTalbHO BO3MOXHOCTb
NCNOMb30BaHWS 3TOr0 NPOAYKTa A5 TEeCTUPOBaHUA GapMaLeBTUUECKNX, KOCMETUYECKMX, KIMHUYECKUX UK
BeTepUHapHbIX Npob.

ANA CHNXKeHUA PUCKOB, CBA3aHHbIX C NoJlyYeHUeM HeTOUYHbIX pe3y/bTaToB Y MPOU3BOACTBOM

3arpsisHeHHbIX NPOAYKTOB, HEO6X0AMMO coboAaTh crieayloLime npasnnia.

e  Bceraa ucnonb3yrite Neogen ELISA Habop (NpoTenH bpasnabckoro opexa) 40 NCTeYeHUs CpoKa roA4HOCTU.

e  Bcerga noarotaBnvsaiiTe paboyme pacTBOPb! C MOMOLLbIO KOHLEHTPUPOBAHHbIX PeareHToB CUCTeMb!
«Neogen ELISA Habop (npoTenH bpa3unbckoro opexa)» npu Temnepatype 20-25 °C.

3
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He 3amopaxwuarite Neogen CTaHAaPTHbI KOHLEHTPAT NpoTenHa 6pa3nibCKoro opexa.

Ecnu pacTBop XpoMOreHHOro cybcrpata ctasn CMHUM, He UCMNOJb3yiTe ero. Bo n3bexaHne nepekpectHoro
3arpsasHeHusa Neogen PacTBopa XpoMoreHHoro cybcrparta cobntoganTe npasuna «Hagnexatas
nabopaTtopHas NpakTnKa»'.

e Neogen®Habopbl N5 aHanNn3a annepreHoB NPOTENHOB He NpeAHasHayeHbl 415 06HapYyXXeHNs
rMApPONN30BaHHbIX 6e1KoB.

e Neogen Habopbl gn1s onpegeneHns annepreHoB pa3paboTaHbl 418 06Hapy>KeHNs 6enkos 13 06paboTaHHbIX
nuLLeBbIX NMPOAYKTOB Noc/e nx pacteopeHns B Neogen bydepe ans skcTpakumm. Hekotopble MeToAbl
06paboTKVM NULLEBbIX MPOAYKTOB MOTYT OrpaHN4YMBaTh O6HapyXXeHne 3TVX 6eNKOoB-MULLEHEN.

e  TexHonorus 06paboTkM HEKOTOPbIX MULLEBLIX MPOAYKTOB MOXET MOB/VATL Ha onpejeneHne nuLLeBbiX
6enkoB ¢ nomoLlbto Neogen HabopoBs A5 onpejeneHuns annepreHos. MNonib3oBatenu foMXHbl yoeanTbes,
YTO MeTOJ COOTBETCTBYET UX Lien U TpeboBaHMAM.

YBEAOM/NEHWUE

[nsi CHKEHUA PUCKOB, CBSI3AHHbIX C HETOUHbIMUW pe3y/bTaTaMu, NpUuAep>XXMBaiTeCb NEePeUYnNCIeHHbIX

HU>Ke peKoMeHAaLmiA.

e  YCTOMUMBOCTb NPO6 MocCie 3KCTPaKLMKM He oueHrBanack. Mpoueaypy ELISA cieayeT BbINONHATL Cpaly nocse
3KCTPaKLMm Npobbl.

e  Bo n3bexaHve nepekpecTHOro 3arpsasHeHns Npob npu pabote c Neogen cTaHAapTHBLIMU pacTBOpPaMm
npoTenHa 6pasnabCKOro opexa cobatogarite npasunia «Hagnexallas nabopaTtopHas NpakTrKka»'.

JononHuTtenbHyo nHbopMaLmio cM. B nacnopTte 6e30nNacHOCTY NPoAyKTa.

MonyunTb NHGOPMALIMIO O JOKYMEHTAbHOM MOATBEPXAEHUN XapakTepUCTMK NPOAYKTa MOXHO Ha Beb-caliTe
Www.neogen.com IM60 y MecTHOro NpeACTaBUTENs AN AUCTPMBbIOTOpa KomnaHum Neogen.

OTBeTCTBEHHOCTb NoJib30BaTenem

MNMonb3oBaTenn HeCyT MOJIHYH OTBETCTBEHHOCTb 3@ O3HAKOM/IEHME C MHCTPYKUMAMU 1 nHpopMaLmein oo
NCNonNb3oBaHUKM Npenapara. Ansa nonyveHuns bonee nogpobHoM nHGopMaLmm NoceTUTe Hall Be6-caliT no agpecy
www.neogen.com in60 CBSXUTECH C BAalLMM MeCTHbIM NPeACcTaBuTeNIeM Uan AUCcTprubbioTopoM Neogen.

Kak n B cnyyae c n1106bIM1 MeTogaMm TECTUPOBaHUA A1 aHa/In3a NULLLEBbIX NMPOAYKTOB, TeCToBas
MaTpuLLa MOXKET NOB/INATL Ha pe3yNbTaTbl TECTUPOBaHUS. [py BbiGOpe MeToAa NCCNef0BaHNS BaXKHO
MOHVMaTb, YTO Ha Pe3ynbTaTbl UCCIeA0BaHMA MOTYT BAUSATL BHeLLHWe GaKkTopbl, HanpuMmep Mmetog 3abopa npob,
MPOTOKO/ UCCe0BaHMA, MOArOTOBKa NPO6 K nccnefoBaHMio, Cnocobbl 06paboTkm Npob BO BpeMs MccnefoBaHus,
a Takxe vcnonb3yemoe obopyaoBaHue. MrweBas Npoba cama no cebe MOXeT NOBAUATb Ha pe3ynbTaThbl.

3a BbI6Op MeToAa TECTMPOBAHMSA 1 UCCeAyeMOro NpoAyKTa OTBEYaeT MNo/Ib30BaTe b: OH JO/IKEH Ha OCHOBaHWM
NcCneAo0BaHNS 4OCTaTOYHOrO KO/IMYecTBa 06pa3LoB onpeAenTb, OTBeYaeT /I Bbl6paHHbI METOZ TeCTUPOBaHMS
Heo6X0AVIMbIM eMy KPUTEPUSIM.

Kpome TOro, Nofb3oBaTe/b 0653aH YCTaHOBUTb, OTBEYAKOT JIN METOAbI N Pe3y/ibTaTbl MPOBOANMbBIX UM aHaIn30B
TpE6OBaHVIFIM ero KJ1MeHToB 1 NOCTaBLMKOB.

Pe3ynbTaTthl, NoNyyeHHbIe ¢ noMoLLb NpoaykTa Neogen Food Safety (kak 1 npu ncnonb3oBaHUM NHO60ro Apyroro
MeToAa NCCef0BaHNI), He rapaHTUPYOT KaueCcTBO MaTpUL, UM TEXHOOrMYeCKX NPoLLeccoB, No4BepraBLUMXCS
NCCNef0BaHVAM.

OrpaHuyeHve rapaHTuii / orpaHUYeHHas 3aljuTa npas

EC/I1 MIHOE $IBHO HE YKA3AHO B PA3/IE/IE Ob OTPAHUYEHHOW FAPAHTUM HA MHAMBUAYA/IbHOW YNAKOBKE
MPOAYKTA, NEOGEN HE MPU3HAET NMPAMbBIE N/ KOCBEHHBLIE OBA3ATEJIBCTBA, BK/THKOHAA, MOMWMO
MPOYErO, FAPAHTMO TOBAPHbIX XAPAKTEPUCTUK UV UCMOSIb30BAHVIE B COOTBETCTBUW C YKA3AHHOW
OBJIACTbHO MPUMEHEHWS. Ecnm kauecTBO NpoAayKTa oTAaena 6e30nacHoOCTV NMULLEeBOV NPOoAYyKLMM KOMIAHUN
Neogen He ABAsieTCA Hagnexallm, komnaHusa Neogen nav ynosIHOMOYEHHbIV 3TOM KOMMNaHWen AUCTprubbroTop
0653yeTCs N0 CBOEMY YCMOTPEHMIO 3aMeHUTb 3TOT NPOAYKT NN BO3MECTUTb CTOMMOCTb MOKYMKM 3TOr0 NpoAyKTa.
OTO eANHCTBEHHbIM cnocob pa3peLueHns cropa. Mo AbbiM 4ONONHUTENbHBIM BOMPOCcaM obpallanTecb K
npeactasutento unu odmumansHomy amnepy Neogen.
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OrpaHVIl-IeHI/Ie oTBEeTCTBEHHOCTU KOMMNaHUN Neogen
NEOGEN HE HECET OTBETCTBEHHOCTb 3A YLLEPE N MOBPEXAEHWA, ABNAOLNECA MPAMbIMNA,
HEMPAMbIMW, YMBILLWAEHHBIMW, CTYHANHBIMW N KOCBEHHBIMW, BK/TFOYAS, MOMUMO MPOYETO,
YTPAYEHHYHO MPUBbI/Ib. OTBeTCTBEHHOCTL KOMMaHUM Neogen HU NpU Kaknx 06CToATenbCTBaxX U HECMOTPSA H
Ha Kakune TpeboBaHNSA He MOXeT MpeBbILlaTbh CTOMMOCTb NMPOAYKTA.

XpaHeHwne n yTnnmsauus
XpaHuTe cogepxxmmoe cuctembl «Neogen ELISA Habop (npoTenH bpa3sunbckoro opexa)» npu temnepaType 2-8 °C.
He 3amopaxmBariTe NpoAyKT. XpaHUTe pa3BefeHHble paboune pacTBopbl, Kak onnucaHo B Tabauue 1.

He ncnonb3syinTte KOMNOHeHTbI cncTembl «Neogen ELISA Habop (NpoTenH bpa3nnbckoro opexa)» nocne ncreyeHuns
CpoKa rogHoCTW. [laTa ncTeyeHns cpoka roHOCTU 1 HOMepP NapTUKM yKasaHbl Ha 3TUKETKe Ha Hapy>KHOM
NMOBEPXHOCTU KOPOOGKMU.

yTVI}'IVI3VIpyI7ITe B COOTBETCTBUUN C TEKYLLLMMU MECTHLIMW, PErMoHa/IbHbIMW, HAUVOHAJ/IbHbIMIW, OTPaC/1E€EBbIMUA
CTaHZ4apTaMn N HOpMaMin.

WHCTPYKLMU MO NPUMEHEHUIO
CTpOFO co6mop,a|7|Te BCE MHCTPYKLUMW. B NPOTVBHOM C/1y4ae pe3y/ibTaTbl MOTYT 6bITb HETOUHbIMW.

NMoaroTtoBKa peareHTOB
Mepes ncnonb3oBaHVEM LOBeANTE BCe peareHTbl 40 KOMHATHOM Temnepatypsbl (20-25 °C). Ansa pa3seseHuns v
XpaHeHus pabourx pacTBOPOB MOJb3yMTeCh YMCTOMN 1abopaTOPHON NOCYA0MN.

a. Neogen 3KcTpaKUUOHHbLIN Gydep

UT06bI MOArOTOBUTL 1-KpaTHbBIN SKCTPaKLMOHHbIN Bydep, fobaBbTe oAHY YacTb Neogen DKCTPaKLMOHHOMO
bydepa (4-kpaTHOro) 1 pa3BeanTe ero B Tpex YacTax 4eNOHN3NPOBAHHON AN ANCTUNIMPOBAHHON BOAbI.
MepeA Mcnonb3oBaHWEM NpeABapuUTenbHO Harperite sKCTPakLMOHHbIN 6ydep (1-kpaTHbI) A0 TemnepaTypbl
50-60 °C B BOAgAHOW 6aHe nnu B Wekepe-nHkybaTope. [nsa Kaxaom npobbl Tpebyetcs 4,5 M 1-kpaTHOro
3KCTPaKLMOHHOro bydepa.

6. Neogen PacTtBOp pas6aButens

UT06bI MOArOTOBUTL 1-KpaTHBIW pacTBop pasbaBuTens, Job6aBbTe oAHY YacTb Neogen pasbasutens
(5-KpaTHOro) K YeTbipeM YacTaM AEeNOHU3MPOBAHHOM U ANCTUAINPOBAHHOM BOAbI. A5 KaXA0oW Npobbl
Bcero Tpebyetcs 4,5 Mn 1-kpaTHOro pacteopa pasbaBurens.

c. Neogen PacTBop A1 NpoMbIBaHMS

YT06bI NOAroTOBUTL 1-KpaTHLI pacTBOp A5 MPOMbIBaHUS, AobaBbTe 04HY YacTb Neogen PacTBopa ans
NpoMbIBaHUs (20-kpaTHOro) K 19 YacTaM AeVMOHN3MPOBAHHOM UAU AUCTUANVMPOBAHHOM BOAbI. NS KaxAown
Ayelikn Neogen ELISA TpebyeTtcs npnban3nTensHO 2,5 Ma 1-KkpaTHOro pactBopa AJ1A MPOMbIBaHNS.

MprmeyaHue. B cnyyae xpaHeHna npu TemnepaTtype 2-8 °C B Neogen PacTBope A/ NPOMbIBaHMA
(20-kpaTHOM) MOTYT 06pa3oBbIBaTLCA KPUCTaNbl. YTO6bLI pacTBOPUTEL KPUCTa/bl Nepes NoAroTOBKOM
pacTBopa 415 NpombiBaHUA (1-kpaTHoOro), nogorpenite Neogen PacTtBop 4151 npomMbiBaHUA (20-KpaTHbIN) A0
30-35 °C B BoAsiHOM 6aHe 1nu nHkybaTope.

A. Neogen KoHblorat HRP gns 6pasunbckoro opexa

YT06bI NOAroTOBUTL 1-KpaTHbI KOHBbIOraT HRP ana 6pasmnbckoro opexa, 4obaBbTe o4HY YacTb Neogen
KoHbtorata HRP ana 6pasmnnbckoro opexa (10-kpaTHOro) n passegute B 9 yactsx 1-KkpaTHoOro pacteopa
pas6aBuTens. [1oAroToBbTE HEMOCPEACTBEHHO Nepes Ucnonb3oBaHveM. [nsa kaxaon ayeriku Neogen ELISA
Tpebyetca 100 Mk 1-KpaTHOro koHbtorata HRP ansa 6pasnibckoro opexa.

MNoproTtoBKka o6pasua
MprMeyaHme. SKCTpakLMIo BCcex Npob ciegyeT NPoBOAUTL € 1-KPaTHBIM 3KCTPAKLMOHHBIM Bydepom,
npegsaputenbHo nogorpetsiM o 50-60 °C.

1.1. MoproToBbTE MNPOBY AN IKCTPAKLMU NPOTENHA B YNCTOW NGO 0AHOPA30BOM NPOobMpPKe, Kak ONUCaHO B
Tabnuue 2.
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Tabnwnua 2. MNogrotoska obpasua

O6paseL, npobbl Pazmep PasBegeHue (1/10)
npo6bl
TBepAble nuLLeBble MPOAYKThI 0,5+0,02r Job6asbTe 4,5 + 0,09 Mn NnpeaBapuUTeNbHO NOAOTPETOrO

1-KpaTHOro 3KCTPaKLMOHHOro 6ydepa

XKngkve nuieBble NpPoAYyKThI 0,5+ 0,01 mn JlobasbTe 4,5 + 0,09 Mn NnpeaBapuUTeNbHO NOAOTPETOrO
1-KpaTHOro 3KCTPaKLUMOHHOro bydpepa

dunHanbHasa Boga CIP-Moviku 0,5+0,01 mn JobasbTe 4,5 + 0,09 Mn NnpeaBapuUTeNbLHO NOAOTPETOro
1-KpaTHOrO 3KCTPaKLUMOHHOro bydepa

TBepAble NuLLeBble NMPOAYKTbI

4.5 mL1X
Extraction buffer

Xnakuve nuieBble NPOAYKThI

[ ]
e +
0.5 mL 4.5 mL1X
Extraction buffer
B [ ]
i
2y — +
CIP | L 8
0.5 mL 4.5 mL1X

Extraction buffer

1.2. WHKybupyiTe pa3BegeHHble Npobbl B BOAAHONM baHe-Llelikepe UK B LLelikepe-nHKybaTope npu TemnepaTtype
50-60 °C B TeueHue 25 + 1 MUH. Tak)Xe MOXHO OCTaBUTb MNPOo6bl B BOAAHOV baHe nan nHkybaTope npu
Temnepatype 50-60 °C v Kaxable 5 MUHYT BPYUHYIO BCTPAXMBATL B TeYeHne T MUHYTHI.

1.3. Mocne nHkyb6aumun LeHTpndyrnpyiite npobel npr 5000-7000 06/MuH (3000 x 2) B TedeHme 20-30 cekyHA, Ans
ocaxzeHusa TBepAblX YacTunL, M60 Ha 5 MVMHYT oCcTaBbTe UX B LUTATUBE AN MPOBUPOK ANs 06pa3oBaHNSA 0cajka.

1.4. 3abepuTte 100 MKA 13 cpeaHero (BogHOro) cos 1 gobasbte K 900 Mkn pacTBopa pazbaBuTtens (1-kpaTHOro).
XopoLulo nepemMeluainTe nytem B36anTbiBaHWA UK BCTPAXMBAHUS (3TO COOTBETCTBYET CTEMNeHW pa3BeseHns
ncxogHom npobel 1/100).

50-60 °C
00.25:00
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00:05.00

mnn

3000 r / 00:00:30

Mpoueaypa ELISA

2.1.

N3BneknTe no ogHol aveiike Neogen ELISA ana kaxaor npobbl 1 (Man) cTaHAapTHOro pactBopa 1 nomMecTuTe
VX B AepXaTenb ANs ayeek. BepHuTe Hencnonb3oBaHHble aueikn Neogen ELISA B onbrmpoBaHHbI naker,
06paTHO repmMeTu3NpyINTe N NOMeCcTUTe 06pPaTHO Ha XpaHeHue nNpu TemnepaType 2-8 °C.

2.2. Cnomoubto Neogen CTaHAApPTHOIO KOHLUEHTpaTa NpoTenHa 6pasnibCKoro opexa noAroTosbTe Habop 13
yeTbIpex CTaHAAPTHBIX PAaCTBOPOB, Pa3baB/ieHHbIX B pacTBope pasbasutens (1-kpaTHOM).
Homep KoHueHTpauusa O6bemM cTaHAAPTHOIO O6beM 1-KpaTHOro
CTaHpapTHoOro CTaHpapTHOro pacTteopa pacTBopa, fo6aBnsemMoro K pacTBopa pas6asurens
pacTBopa (Hr/mn) 1-kpaTHOMY pa36aBuTesnto
4 270 10 mkn Neogen CtaHAapTHOro 990 mKn

KOHL,eHTpaTa npoTenHa
6pa3nbCKoro opexa

3 90 200 MK CTaHAapPTHOrO 400 mkn
pacTtBopa 4

2 30 200 MK CTaHAApPTHOrO 400 mkn
pacTtBopa 3

1 10 200 MKNn cTaHAapTHOrO 400 mKkn
pacTtBopa 2

0 0 0 400 mkn

2.3.

2.4.

2.5.

2.6.
2.7.

2.8.

BHecuTe nunetkoin no 100 MK KaXA0ro cTaHAapPTHOro pacTeBopa B Aveliku Neogen ELISA.

CraHgapTHbIV pacteop 0 (1-KpaTHbI pacTBop pasbaBuTens)
CraHgapTHbii pactesop 1 (10 Hr/mn) ppb

CraHaapTHbIv pactBop 2 (30 Hr/mA) ppb

CraHaapTHbIv pacteop 3 (90 Hr/mn) ppb

CtaHaapTHbIN pacTeop 4 (270 Hr/mn) ppb

BHecuTe nunetkon 100 MK 3KCTparMpoBaHHOV Npobkl, NOArOTOBAEHHOM Ha 3Tane 1.4, B aueliky Neogen
ELISA.

NHkybunpyinTe aueiikn Neogen ELISA B opbuTanbHOM Lueikepe co cKopocTbo 400 06/MMH NPy KOMHATHOM
TemnepaTtype (20-25 °C) B TeueHue 30 + 2 MUH. Bo n3bexaHune ncrnapeHns Ha 3STOM 3Tarne ayerkn AOJIXKHbI
0CTaBaTbCs HAKPbLITEIMU 1 B POBHOM MOJIOXEHUN.

Mocne nHkybauum yaanute cogepxmnmoe svyeek Neogen ELISA ¢ nomoLbto acnupaTopa.

MonHOCTLIO 3anonHUTe Kaxayto Ayveiiky Neogen ELISA 1-kpaTHbIM pacTBOPOM A5t MPOMbIBAHUS U yAanuTe
acnmpaTtopom. Eciv npombiBaHMe BbINOAHAETCS BPYUHYHO, MepeBepHUTE NiaHLLEeT, BblienTe (BbITPAXHUTE)
COAEPXMMOe B KOHTeHep A/ OTXOZ0B M pPe3ko MNOoCTyumTe guelikaMy O BNUTbIBAKOLLYHO bymary, YTobbl yAanuTb
OCTaTKV pacTBOpa A4/151 MPOMbIBaHUSA. TPYXKAbI MOBTOPUWTE 3TOT 3Tan, YTo6bl BbINO/HUTL MPOMbIBaHMe YeTbipe pasa.

BHecuTe nunetkon 100 Mkn 1-kpaTHOro KoHbrorata HRP ans 6pasnnbckoro opexa B kaxayto aueliky Neogen
ELISA. NHKybupyinTe Ha opbuTanbHOM Lelikepe co CkopocThio 400 06/MVIH Mpy KOMHATHOM TeMnepaType

B TeyeHue 10 £ 2 M1H. Ha 3TOM 3Tane niaHLWeT JOJIKeH 0CTaBaTbCA HAaKPbITbIM, B TEMHOTE 1 B POBHOM
MOJIOXKEHUW.
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2.9 MoBTOpUTE 3Tanbl 2.6 1 2.7, YTO6bI BbINONHUTL NPOMbIBaHWE PACTBOPOM AJ1S MPOMbIBaHUSA (1-KpaTHbIM)
YeTblpe pasa.

2.10 C nomoubio nuneTky nomectute 100 mkn Neogen PactBopa xpomMoreHHoro cyb6ctpata (TMB) B kKaxayto
Aauelriky Neogen ELISA.

2.11 NHkybunpyinTe Ha opbUTanbHOM LUelikepe co ckopocTbto 400 06/MVH Npy KOMHATHOV TemMrnepaTtype B TeueHne
10 MUHYT. Ha 3TOM 3Tane naaHLWeT Jo/KeH 0CTaBaTbCA HaKPbITbIM, B TEMHOTE 11 B POBHOM MOJIOXKEHWW.

2.12 Mocne nHkybaumm gobasbTe No 100 Mk Neogen OcTaHaBAMBAKOLLLErO pacTBOpa B Kaxayto aueiiky Neogen
ELISA n onpegenute abcopbumio (Mpu annHe BosiHbl 450 HM) B TedeHme 30 MUHYT.

00:30:00 / koMHaTHasa Temnepatypa

e Buter

00:10:00 / komHaTHast TemnepaTypa

Y
% M
X
_—
<
Chromogenic
Substrate Solution -

03:13:00 / komHaTHas TemnepaTypa
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AHanus pesynbTaToB

3.1. BbiutuTe cpegHee GOHOBOE 3HaUEHMe ANA KaXAor Npobbl (CpefHMP nokasaTeb abcopbumm Npobbl MUHYC
CpeAHW NokasaTenb abcopbunm HyNeBoro CTaHAAPTHOro pacTeopa).

3.2. C NOMOLLBIO KOMMBbIOTEPHOIO MPOrPaMMHOro obecrneyeHns A1 pacyeTa YeTblpexnapaMeTpuyeckol
NOTVCTMYECKOWN perpeccumn NocTpoinTe CTaHAAPTHYIO KPYBYHO: ISt STOMO HAHeCKTe 3HaUeHNs KOHLIEHTpaLun
B HI/MA (ppb) Ha ocb X 1 COOTBETCTBYHOLLME KaXA0MY CTaHAAaPTHOMY pacTBOpY 3HaueHus abcopbLummn Ha
ocb Y. MOXHO TakXe 1CMo/ib30BaTh NOJMHOM BTOPOro NopsiZika (KBagpaTUYHbIA) UAN Apyrie KprBble
NPUBNNXKEHUNS, OA4HAKO OHU ByAyT MeHee TOUHbIM NPUBANKEHNEM AaHHbIX.

3.3. PaccuunTaiiTe KOHUEHTpPaLMKM Npob no cTaHAapTHOM KpMBON. EAMHMLA N3MepeHnsa pe3ynbTaToB — HI/MA
(ppb). 3aTeM yMHOXbTe Ha K03bdULMEHT pa3baBieHNsa NPO6bl, YTOObI MONYUNTb KOHLLEHTPALMIO NCXOAHOM
npob6el. HanpumMep, ecnuv o6LLas cTeneHb pa3BeAeHns Npobel coctasnseT 1/100 1 KOHLEeHTpaums nNpoobbl
Ha cTaHZapTHOW KpuBol coctaBnseT 200 Hr/mn (ppb), OKOHUYaTeNbHas KOHLUEeHTpaLusa Npobbl cocTaBnseT
200 Hr/mn x 100 = 20 000 Hr/mn (ppb), uto paBHO 20 MKr/mMA (ppm).

MuHmManbHble paboyme xapakTepmcTuUKu
a. AHanutnueckuii npepen obHapyxeHus (LOD) coctaBnseT 1,3 Hr/mn (ppb).

Mpeaenom o6HapyXXeHWs CHMTAeTCs HU3LWas KOHLEHTpaLs ansepreHa B uccnegyemori npo6e, KOTopyto
MOXHO OT/IMUYNTL OT UCTUHHOW X0N0CTOl NPO6bI C yKazaHHbIM YPOBHEM BEPOSITHOCTM. OnpeensieTcs nytem
CNOXEHWSI TPEX CpeHeKBaAPaATUYECKMX OTKNOHEHUIA 1 CPeAHero 3HaueHMst ONTUYeCcKol NI0THOCTM COpoKa
BOCbMU pennk CTaHAAPTHOrO Hy/IEBOr0O PacTBOPA M MOACHETa COOTBETCTBYHOLLLEN KOHLIEHTPALMK.

6. Tpepen konnyectBeHHOro onpegeneHuns (LOQ) coctasnset 1 ppm.

I'Ipe,qenOM KONn4eCcTBeHHOr O ornpegeneHna cCHMTaeTcqd HU3LWWIA YPOBEHb ajiyiepreHa B MCCﬂeAyEMOVI rlpo6e,
KOTOprI7I MO>XHO B pa3yMH0l7| Mepe Koam4vecTBeHHO OLEeHUTL C yKa3daHHbIM YPOBHEM TOUHOCTW®.

ToyHOCTb

ToYHOCTL B Npejenax o4HOro CpegH. %CV=<10 N=12
aHanusa

TOUHOCTbL B Npegeniax pasHbIX CpegH. %CV =<10 N=12
aHanu3oB

Ccbinku

1. YnpaBneHue no KOHTPOJIIO KayecTBa NULLEBbLIX MPOAYKTOB 1 nekapcTBeHHbIX cpeacts CLUA. Ceoz
denepanbHbIX MOCTAHOBAEHU, cTaTbd 21, YacTb 58. Hagnexalaa nabopatopHas nNpakTuka ans
AOKJIMHMYECKNX N1abopaTOPHbIX NCCef0BaHWIA.

ISO/IEC 17025. O6Lwime TpeboBaHMA K KOMAETEHTHOCTU UCMbITaTeNIbHbIX Y KANMHGPOBOYHbBIX 1a60pPaTOPUIA.

2660T1T M., Xanyopg C., Pocc B., Toadpya C. b., YnebepT @., BaH XeHrenb A. 1., PobepTc [x., Akuama X.,
MonnuHr b., EyH . M., YanunHr M., Ternop C., Momc P. 3. n Jenao M. (2010 r.). MpunoxeHwne M. MNpoueaypsbl
NOATBEPXAEHUS METOAOB KONMYECTBEHHOIO aHaM3a NuLLEeBbIX annepreHos ELISA: obuive npaBuia n
pekomMeHayemMble MeToanKu. J. AOAC Int. 93, 442-450.

NosscHeHne cMMBO/10B
info.neogen.com/symbols
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X NEOGEN

Uriin Talimatlari

Brezilya Findigi Proteini ELISA Kiti

Brezilya findigi proteinlerinin nicel analizi i¢in Enzime Bagli immunosorbent Test (ELISA).

Urtin Tanimi ve Kullanim Amaci
Neogen® Brezilya Findigi Proteini ELISA Kiti, yerinde temizleme (CIP) son durulama suyu, ¢evresel svab érnekleri, gida
bilesenleri ve islenmig gida Uriinlerinde brezilya findigi proteinlerinin algilanmasi igin gelistirilmistir.

Neogen Brezilya Findigi Proteini ELISA Kitinde sandvic ELISA kullanilir. Ornekte bulunan brezilya findigi proteinleri,
polistiren mikrotitre yuvalarinin ylizeyine tutunan brezilya findigi karsiti antikorla reaksiyona girer. Bagsiz proteinler
yikanarak giderildikten sonra yabanturbu peroksidaz (HRP) ile bagli brezilya findigi karsiti antikorlar ilave edilir. Bu
enzimle isaretlenmis antikorlar, dnceden bagli olan brezilya findigi proteiniyle bilesikler olusturur. ikinci yikama adiminin
ardindan, kromojenik bir substrat olan 3,3’,5,5-tetrametilbenzidin (TMB) ilave edilerek immunoabsorbente bagli enzim
tespit edilir. Bu enzim reaksiyonundan ortaya ¢ikan renk, test edilen 6rnekteki brezilya findigi proteininin yogunluguna
dogrudan bagh olarak degistiginden, 450 nm’deki emilim, test 6rnegindeki brezilya findigi proteini yogunlugunun él¢imi
icin kullanilir. Test 6rneginde mevcut brezilya findigi proteininin miktari, bilinen yogunluk standartlarindan hareketle
standart egriden tahmin edilebilir ve 6rnegin seyreltiimesi g6z éniinde bulundurularak degerlendirilebilir.

Neogen Brezilya Findigi Proteini ELISA Kiti laboratuvar teknikleri konusunda egitim almig uzmanlar tarafindan bir
laboratuvar ortaminda kullanima y&neliktir. Neogen, bu uriinl yiyecek veya icecek enddstrileri diginda kullanim igin
tescil ettirmemistir. Ornegin Neogen bu tiriinii farmasoétik triinler, kozmetik malzemeler, klinik veya veterinerlik amagli
numunelerin testlerinde kullanim igin tescil ettirmemistir. Neogen Brezilya Findigi Proteini ELISA Kiti, tim potansiyel gida
Urtnleri, gida iglemleri ve test protokolleriyle degerlendiriimemistir.

Neogen Brezilya Findigi Proteini ELISA Kiti, Tablo 1°’de aciklanan 96 yuvaya sahiptir.
Tablo 1. Kit bilegenleri

Malzeme Tanim Hazirlama Saklama Stabilite
(ayrintilar igin bkz.
Reaktifin Hazirlanmasi
Boliimii)
Neogen® Brezilya 96 cikarilabilir antikor kaph | Kullanima hazir. Nem cekicili Kullanilmamig yuvalar
Findigi Proteini ELISA | yuva igeren bir adet folyo muhrld folyo ve nem ¢ekici iceren
Yuvalari poset. posette 2-8°C. | folyo poseti tekrar
muhirleyin. Kitin son
kullanma tarihine
kadar stabiliteyi
korumak igin 2-8°C
sicaklikta saklayin.
Neogen® Brezilya 1,5 mL 10X Yabanturbu 1X galigma ¢ozeltisi Karanlikta 10X konjugat, kit
Findigi HRP Konjugati | Peroksidazla (HRP) Bagl hazirlamak igin 2-8°C. Gizerindeki son
(10X) antikor iceren bir adet sise [ kullanimdan hemen kullanim tarihine
(10X). énce 1/10 oraninda kadar stabildir.
I seyreltin.
Neogen® Brezilya Bilinen yogunlukta brezilya | Standart hazirlama 2-8°C. Neogen Brezilya
Findigi Proteini findigi proteini iceren bir icin ELISA Prosediiri Dondurmayin. | Findigi Proteini
Standart Konsantresi | adet sige. Bolimiind inceleyin. Standart Konsantresi,
kitin son kullanim
_ tarihine kadar
stabildir.
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Neogen® Seyreltici
(5X)

50 mL 5X Seyreltici igeren
bir adet sige.

1X caligma ¢ozeltisi
hazirlamak igin
kullanimdan hemen
6nce 1/5 oraninda
seyreltin.

2-8°C

5X Neogen Seyreltici
Cozelti, kit Gzerindeki
son kullanim tarihine

kadar stabildir.

Neogen® Yikama
Cozeltisi (20X)

50 mL 20X yikama ¢ozeltisi
iceren bir adet sise.

1X galisma ¢ozeltisi
elde etmek icin 1/20
oraninda seyreltin.

Hem 1X calisma
cOzeltisi hem
de 20X Yikama
Cozeltisi
konsantrasyonu
icin 2-8°C.

20X Neogen
Yikama Cozeltisi,
kit Gzerindeki son
kullanim tarihine
kadar stabildir. 1X
Yikama Cozeltisi,
hazirlandiktan sonra
en az bir hafta
stabildir.

Neogen® Oziitleme
Tamponu E26 (4X)

120 mL 4X 6ziitleme
tamponu igeren bir adet

sise.

1X galigma ¢ozeltisi
elde etmek icin 1/4
oraninda seyreltin.
Caligma ¢ozeltisi,
kullanilmadan 6nce 50-
60°C sicakliga kadar
isttilmalhdir.

Hem 1X caligma
¢ozeltisi, hem
de 4X Neogen
Oziitleme
Tamponu
konsantresi igin
2-8°C.

1X Ozitleme
Tamponu ve 4X
Neogen Oziitleme
Tamponu, kitin son
kullanim tarihine
kadar stabildir.

Neogen® Kromojenik |12 mL Kullanima hazir. Karanlikta Isiktan koruyun.
Substrat Cozeltisi 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin 2-8°C. Neogen Kromojenik
(TMB) iceren Substrat Cozeltisi,
bir adet sige. kit izerindeki son
_ kullanim tarihine
kadar stabildir.
Neogen® Stop 12 mL 0,3 M siilfurik asit Kullanima hazir. 2-8°C Neogen Stop
Cozeltisi iceren bir adet sige. Cozeltisi, kit

Uzerindeki son
kullanim tarihine
kadar stabildir.

Kitte verilmeyen malzemeler:

Test tupleri

Zamanlayici
Vorteks

Giuvenlik

Mikrotitre plakasi yikayici/emici
Damitilmig veya deiyonize su
Mikrotitre plakasi okuyucu
Reaktif ve tampon ¢o6zelti hazirlamak igin gesitli laboratuvar malzemeleri

10ila 100 pL arasi toplamak igin hassas pipetler ve pipet uglari

Calkalamali su banyosu veya calkalamali inkiibator
Yoriingeli galkalayici

Kullanici, Neogen Brezilya Findigi Proteini ELISA Kiti talimatlarinda yer alan tim giivenlik bilgilerini okumali, anlamali ve
uygulamalidir. Guvenlik talimatlarini ileride bagvurmak lizere saklayin.

A UYARI: Onlenmemesi halinde 8lim ya da ciddi yaralanma ve/veya mal zarari ile sonuclanabilecek tehlikeli bir
durumu gosterir.

BILDIRIM: Kagcinilmamasi halinde maddi zarar ile sonuclanabilen olasi tehlikeli bir durumu gésterir.
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Kimyasal maddelere maruz kalinmasiyla iligkili riskleri azaltmak igin:

e  Gegerli yerel/bolgesel/ulusal standartlara ve yonetmeliklere/sektor standartlarina ve yonetmeliklere gére imha edin.

e  Kullanicinin giincel ve dogru test teknikleri, rnegin lyi Laboratuvar Uygulamalari’ veya ISO/IEC 170252 konusunda
personeline egitim vermesi gerekir.

° Reaktiflerle galigirken, uygun koruyucu kiyafet ve goézlik kullanimi dahil olmak izere daima standart laboratuvar
glivenlik uygulamalarini izleyin.

° Neogen Stop Cozeltisinin deriye temas etmesinden kaginin. ilave giivenlik bilgileri icin Giivenlik Veri Sayfasini
inceleyin.

Kontamine lriiniin agiga ¢ikmasina yol agan yanls negatif sonuclar ile iligkili riskleri azaltmak igin:

° Neogen Brezilya Findigi Proteini ELISA Kitini ambalaj Gizerinde ve iriin talimatlarinda belirtildigi sekilde saklayin.

° Neogen Brezilya Findigi Proteini ELISA Kitini dahili olarak veya bir Gi¢lincii tarafca valide edilmis gida ve gevre
ornekleri ile kullanin.
Tam olarak Uriin talimatlarinda belirtildigi sekilde protokolii uygulayin ve testleri gergeklestirin.
Neogen, Neogen Brezilya Findigi Proteini ELISA Kitini yiyecek veya icecek endustrileri diginda kullanim igin
belgelememistir. Ornegin Neogen bu iiriinii farmasétik Griinler, kozmetik malzemeler, klinik veya veterinerlik amagli
numunelerin testlerinde kullanim igin tescil ettirmemistir.

Kontamine iiriinlin agiga gikmasina yol agan hatali sonuglar ile iligkili riskleri azaltmak igin:

° Neogen Brezilya Findigi Proteini ELISA Kitini mutlaka son kullanim tarihinden 6nce kullanin.

° Neogen Brezilya Findigi Proteini ELISA Kitiyle konsantre reaktiflerini kullanarak galisma ¢ézeltilerini her zaman 20-
25°C sicakliklarda hazirlayin.
Neogen Brezilya Findigi Proteini Standart Konsantresini dondurmayin.
Rengi maviye donmiis Kromojenik Substrat Cozeltisini kullanmayin. Neogen Kromojenik Substrat Cozeltisinin
capraz kontaminasyonundan kaginmak icin lyi Laboratuvar Uygulamalarina' uyun.
Neogen® Allerjen Proteini Test Kitleri hidrolize proteinlerin tespiti igin uygun degildir.
Neogen Alerjen Protein Test Kitleri, iglenmis gidalardaki proteinleri Neogen Ekstraksiyon Tampon Solusyonu’nda
solubilize edildikten sonra tespit etmek lizere tasarlanmistir. Bazi gida igleme yontemleri bu hedef proteinlerin
tespitini sinirlayabilir.

° Bazi gida isleme y6ntemleri gida proteinlerinin Neogen Alerjen Protein Test Kitleri ile tespitini etkileyebilir.
Kullanicilar, ydntemin kullanici gereksinimlerini kargilamak i¢in amaca uygun oldugunu dogrulamalidir.

BiLDIiRIiM

Hatali sonuglara iligkin riskleri azaltmak igin:

e  Ozitleme sonrasinda drneklerin stabilitesi degerlendirilmemistir. ELISA prosediirii, 6rnek &ziitlendikten hemen
sonra yapilmalidir.

e Orneklerin capraz kontaminasyonunu 6nlemek icin Neogen Brezilya Findigi Proteini Standartlarini lyi Laboratuvar
Uygulamalarina® uygun olarak uygulayin.

Detayli bilgi igin Givenlik Veri Formuna bagvurun.

Uriin performansiyla ilgili dokiimantasyon icin www.neogen.com adresindeki web sitemizi ziyaret edin veya yerel
Neogen temsilciniz ya da dagiticinizla iletigim kurun.

Kullanicinin Sorumlulugu
Kullanicilar Grlin talimatlari ve bilgileri hakkinda bilgi edinmekle ytkimlidir. Daha fazla bilgi igin
www.neogen.com adresini ziyaret edin ya da yerel Neogen temsilcinizle veya dagitimcinizla iletigim kurun.

Gida analizi igin kullanilan tiim test yontemlerinde oldugu gibi test matrisi sonugclari etkileyebilir. Bir test yontemi
secilirken numune alma yéntemleri, test protokolleri, numunenin hazirlanmasi, iglem yapilmasi ve laboratuvar teknigi gibi
dig faktorlerin sonuglari etkileyebileceginin bilinmesi gerekir. Gida numunesinin kendisi sonuglari etkileyebilir.

Secilen test ydonteminin kullanicinin kriterlerini kargiladigi konusunda kullaniciyi tatmin edecek yeterli sayida numuneyi
degerlendirmek lzere herhangi bir test yonteminin secilmesi kullanicinin sorumlulugundadir.

Tum test yontemlerinin ve sonuglarinin muisteri ve tedarikgi gereksinimlerini kargilamasini saglamak yine kullanicinin
sorumlulugundadir.

Tam test yontemlerinde oldugu gibi, herhangi bir Neogen Gida Giivenligi Girlininin kullaniimasindan elde edilen sonuglar
test edilen matrislerin veya siireglerin kalitesi konusunda bir garanti olugsturmaz.
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Garanti Sinirlamasi/Yasal Yollara iliskin Sinirlama

NEOGEN, HER BiR URUN AMBALAJININ UZERINDEKI SINIRLI GARANTI KISMINDA ACIKGA BELIRTILENLER
HARICINDE, PAZARLANABILIRLIK VEYA BELIRLI BiR KULLANIMA UYGUNLUK GARANTILERI DAHIL ANCAK
BUNLARLA SINIRLI OLMAMAK UZERE TUM ACIK VEYA ZIMNi GARANTILERI KABUL ETMEMEKTEDIR. Herhangi
bir Neogen Gida Giivenlik Uriinii'ntin kusurlu olmasi durumunda, Neogen veya yetkili dagiticisi, tercihine gére riini
degistirecek veya Urln satig tutarini iade edecektir. Tarafiniza miinhasir ¢géziimler bunlardir. Diger her tiirli sorunuz igin
litfen Neogen temsilciniz veya yetkili Neogen distribiitériiniz ile iletisim kurun.

Neogen Sorumlulugunun Sinirlandiriimasi

NEOGEN DOGRUDAN, DOLAYLI, OZEL, ARIZi VEYA NETICE KABILINDEN DOGMUS, KAYBEDILMIS KAZANGLAR
DAHIL ANCAK BUNUNLA SINIRLI OLMAMAK UZERE HERHANGI BIiR KAYIP VEYA ZARARDAN SORUMLU
OLMAYACAKTIR. Hi¢bir durumda Neogen'in herhangi bir hukuk kurami altindaki sorumlulugu, kusurlu oldugu iddia
edilen Grinin satig fiyatini agsamaz.

Saklama ve imha
Neogen Brezilya Findigi Proteini ELISA Kitinin igindekileri 2-8°C sicaklikta saklayin. Dondurmayin. Seyreltilmis calisma
¢ozeltilerini Tablo 1’de agiklandigi bigcimde saklayin.

Neogen Brezilya Findigi Proteini ELISA Kiti bilegenleri, son kullanim tarihinden sonra saklanmamalidir. Son kullanma tarihi
ve lot numarasi kutunun dig yiiziindeki etikette belirtilmistir.

Gecerli yerel/bolgesel/ulusal standartlara ve yonetmeliklere/sektor standartlarina ve yonetmeliklere gére imha edin.

Kullanim Talimatlari
Tum talimatlari dikkate izleyin. Bu uyarinin dikkate alinmamasi hatali sonuglara neden olabilir.

Reaktifin Hazirlanmasi
Tum reaktifleri, kullanmadan 6nce oda sicakhgina (20-25°C) getirin. Caligma ¢ézeltilerini seyreltmek ve saklamak igin
temiz laboratuvar malzemeleri kullanin.

a. Neogen Oziitleme Tamponu

1X Oziitleme Tamponu hazirlamak igin Neogen Oziitleme Tamponundan (4X) bir birim ilave edin ve (¢ birim
deiyonize veya damitilmis suda seyreltin. Oziitleme Tamponunu (1X) kullanmadan énce su banyosu veya ¢alkalamali
inkiibatérde 50-60°C’ye dnceden isitin. Her bir érnek igin 4,5 mL 1X Oziitleme Tamponu gereklidir.

b. Neogen Seyreltici Cozelti

1X Seyreltici ¢dzeltiyi hazirlamak icin bir birim Neogen Seyrelticiyi (6X) dért birim deiyonize veya damitilmig suya
ilave edin. Her 6rnek, toplam 4,5 mL 1X Seyreltici ¢ozelti igerir.

c. Neogen Yikama Cozeltisi

1X Yikama Cozeltisi hazirlamak icin bir birim Neogen Yikama Cdzeltisini (20X) 19 birim deiyonize veya damitilmig
suya ilave edin. Her bir Neogen ELISA Yuvasi igin yaklagik 2,5 mL 1X Yikama Co6zeltisi gerekir.

Not: 2-8°C sicaklikta saklandiginda, Neogen Yikama Coézeltisinde (20X) kristaller olusabilir. Kristalleri cézmek igin
Yikama Cézeltisini (1X) hazirlamadan énce Neogen Yikama Cdzeltisini (20X) yikama banyosu veya inkiibatérde 30-
35°C sicakhga isitin.

d. Neogen Brezilya Findigi HRP Konjugati

1X Brezilya Findigi HRP Konjugati hazirlamak icin bir birim Neogen Brezilya Findigi HRP Konjugati (10X) ilave edin
ve 9 birim 1X Seyreltici ¢ozelti icinde seyreltin. Kullanimdan hemen 6nce hazirlayin. Her bir Neogen ELISA Yuvasi
icin 100 pL 1X Brezilya Findigi HRP Konjugati gerekir.

Ornek Hazirlama
Not: Tim 6rnekler, 50-60°C sicakliga 6nceden isitilarak 1X Oziitleme Tamponuyla 6zitlenmelidir.

1.1 Tablo 2’de aciklandigi gibi temiz bir test tlipl veya tek kullanimlik bir tiipte protein 6ziitleme icin 6érnek hazirlayin.
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Tablo 2. Ornek hazirlama

Ornek matrisi Ornek boyutu | Seyreltme (1/10)

Kati gidalar 0,5+0,02g 4,5 + 0,09 mL 6nceden isitilmis 1X Oziitleme Tamponu
ilave edin

Sivi gidalar 0,5+ 0,01 mL 4,5 + 0,09 mL 6nceden isitilmig 1X Oziitleme Tamponu
ilave edin

Yerinde Temizleme (CIP) Son Durulama 0,5+0,01 mL 4,5 + 0,09 mL énceden isitilmig 1X Oziitleme Tamponu

Suyu ilave edin

-

4.5 mL1X
Extraction buffer

Sivi

. N L
0
0.5 mL 4.5 mL1X

Extraction buffer

- — i B
, 1
) v -
0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2 Seyreltilmis 6rnekleri calkalamali su banyosu veya calkalamali inkiibatérde 25 + 1 dakika boyunca 50-60° sicaklikta
inklibe edin. Diger bir segenek, érnekleri su banyosu veya inkliibatérde 50-60°C’de birakmak ve her 5 dakikada 1
dakika manuel olarak ¢alkalamaktir.

1.3 inkiibasyonun ardindan, parcaciklarin pelletlenmesini saglamak icin érnekleri 20 ila 30 saniye boyunca
5000-7000 rpm (3000 x g) devirde santrifiijleyin veya test tiipii rafinda 5 dakika boyunca ¢ékelmeye birakin.

1.4 Ara (sulu) katmandan 100 pL alin ve 900 pL Seyreltici Cozeltiye (1X) ilave edin. lyice karigmasi icin vorteksleyin veya
calkalayin. (Bu, 8rnegin ilk halinin 1/100 oraninda seyreltilmesine kargilik gelir.)

50-60°C

00:25:00 -
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ya da

3000 g / 00:0030

ELISA Prosediirii

2.1

Ornek ve/veya standart basina bir Neogen ELISA Yuvasini ¢ikarin ve yuvalari yuva tutucuya yerlestirin.
Kullanilmamig Neogen ELISA Yuvalarini tekrar folyo posete yerlestirin, yeniden mihdrleyin ve tekrar 2-8°C
sicaklikta saklayin.

2.2 Neogen Brezilya Findidi Proteini Standart Konsantresini kullanarak Seyreltici Cézeltide (1X) seyreltilmis dért
standart hazirlayin.
Standart Numarasi Standart Konsantrasyonu 1X Seyrelticiye ilave edilmis 1X Seyreltici ¢ozelti hacmi
(ng/mL) standart hacmi
4 270 10 pL Neogen Brezilya Findigi 990 pL
Proteini Standart Konsantresi

3 90 200 pL standart no. 4 400 uL
2 30 200 pL standart no. 3 400 pL
1 10 200 pL standart no. 2 400 uL
0 0 0 400 pL

2.3 Her bir standarttan 100 uLyi pipetle Neogen ELISA Yuvalarina aktarin.

2.4
2.5

2.6
2.7

2.8

2.9

Standart O (1X Seyreltici Cozelti)
Standart 1 (10 ng/mL) ppb
Standart 2 (30 ng/mL) ppb
Standart 3 (90 ng/mL) ppb
Standart 4 (270 ng/mL) ppb

1.4’te hazirlanan 100 pL 6zutlenmis ornegi pipetle Neogen ELISA Yuvasina aktarin.

Neogen ELISA Yuvalarini 400 rpm devire ayarlanmig yériingeli galkalayicida ortam sicakliginda (20-25°C) 30 = 2
dakika inklibe edin. Buharlagmayi 6nlemek icin bu adimda yuvalari kapali ve diiz tutun.

inkiibasyonun ardindan, Neogen ELISA Yuvalarinin icerigini gekin.

Her bir Neogen ELISA Yuvasini 1X Yikama Cé6zeltisiyle tamamen doldurun ve gekin. Yikama igleminin manuel
olarak yapilmasi durumunda, plakayi ters gevirin ve i¢indekileri ¢ép kutusuna bosaltin yikama ¢o6zeltisi kalintilarini
gidermek icin yuvalari emici bir kagida sertge vurun. Toplam dért yikama igin bu adimi ti¢ kez tekrarlayin.

Her bir Neogen ELISA Yuvasina pipetle 100 pL 1X Brezilya Findigi HRP Konjugati bosaltin. 400 rpm devire
ayarlanmig yoriingeli calkalayicida ortam sicakliginda 10 = 2 dakika inktbe edin. Bu adimda plakayi karanlik ve diiz
tutun.

Yikama Cézeltisiyle (1X) toplam dért yikamayi tamamlamak igin 2.6 ve 2.7 adimlarini tekrarlayin.

2.10 100 pL Neogen Kromojenik Substrat Cozeltisini (TMB) Neogen ELISA Yuvalarinin her birine pipetle doldurun.

2.11 400 rpm devire ayarlanmig yériingeli calkalayicida ortam sicakhginda 10 dakika inkiibe edin. Bu adimda plakayi

karanlhk ve diiz tutun.

2.12 inklibasyonun ardindan, Neogen ELISA Yuvalarinin her birine 100 puL Neogen Stop Cozeltisi ilave edip (450 nm’de)

30 dakika icinde emilimi tespit edin.
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Sonug Analizi
3.1 Her bir 6rnegin ortalama arka plan degerini gikarin (Ornegin ortalama emilim degeri eksi standart O ortalama
emilim degeri.)

3.2 Dért parametreli lojistik egri uydurma olusturabilen bir bilgisayar yazilmi ile ng/mL (ppb) cinsinden konsantrasyonu
x eksenine, karsilik gelen her bir standardin emilim degerini y eksenine cizerek bir standart egri olusturun. ikinci
derece cok terimli (ikilenik) veya bagka egri uydurma tiirleri de kullanilabilir, ancak bunlar daha az hassas bir veri
uyumu saglayacaktir.
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3.3 Standart egrinin digindaki érnek konsantrasyonlarini hesaplayin. Sonug birimi ng/mL (ppb) olacaktir. Ardindan,

ornegin ilk halinin konsantrasyonunu elde etmek igin seyreltme katsayisiyla garpin. Ornegin, 6rnegin toplam
seyreltme orani 1/100 ve standart egrinin érnek konsantrasyonu 200 ng/mL (ppb) ise drnedin son konsantrasyonu
200 ng/mL x 100 = 20.000 ng/mL (ppb), yani 20 pg/mL (ppm) olacaktir.

Minimum Performans Ozellikleri

a.  Analitik Algilama Limiti (LOD) 1,3 ng/mLdir (ppb)
Algilama limiti, belirtilen olasilik seviyesinde gergek bos 6rnekten ayirt edilebilen test 6rneginde alerjenin en disiik
konsantrasyonu olarak tanimlanir®. Bu deger, kirk sekiz standart O tekrarinin ortalama optik yogunluk degerine g
standart sapmanin eklenmesi ve buna karsilik gelen konsantrasyonun hesaplanmasiyla belirlenir.
b. Olgiim Limiti (LOQ) 1 ppm’dir
Olgiim limiti, belirtilen hassaslik seviyesinde makul diizeyde &lciilebilen bir test 6rnegindeki en diisiik alerjen
seviyesi olarak tanimlanir®.
Hassashk
Deney ici Hassaslk Ortalama %CV = <10 N=12
Deneyler Arasi Hassaslik Ortalama %CV = <10 N=12

Referanslar

1.

U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices for
Nonclinical Laboratory Studies.

ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

Abbott, M., Hayward, S., Ross, W., Godefroy, S.B., Ulberth, F., Van Hengel, A. J., Roberts, J., Akiyama, H., Popping,
B., Yeung, J.M., Wehling, P., Taylor, S., Poms, R.E., and Delahaut, P. (2010). Appendix M: Validation Procedures for
Quantitative Food Allergen ELISA Methods: Community Guidance and Best Practices. J. AOAC Int. 93, 442-450.
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1.1 R2AEHBOCEDGEEAEREXLIIEVRTFa—JTENIBHHRREERARLET,

]2, IRIKDEE(H
BETRIYOR ®ik=E FR®&@1/10)
EfFRm 0.5+0.02¢g HE5H L HME LT 1EHMEEE/RL.5E0.09 mLzRIMLET
RSB 0.5+0.01 mL HE5H OB LT 1S EERL.5E0.09 mLERMLET
E B % (CIP) RI&HTAK 0.5+0.01 mL HE5H L HIE LT 1B EERL.5E0.09 mLzRINLET
&K
4 A
- — =
B 0s, ’
U> v 4.5 mL 1X

R
[
@ 0.5mL
[

CIP
0.5 mL

Extraction buffer

4.5 mL1X
Extraction buffer

4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2 HBRUIEEZ AREKIE X7 I3RESEZEEE T50~60°C. 25 10 RIEE L £ 9, AliEE LT R1EZ50~60°COXKEF
TIFBERICAN S CEICINEFTIRELET,



1.3

14

mxm 1 =
&% IREK%E5000~7000 rpm (3000 x g T20~30M RO BEL TR F 2 RLYMET R H HEBRES v I T/
MBS HE X,
FRREE (KE) 75100 uLZREL L. & FUARK (112) 900 uLISHMLF 9, I ICH TN IRELTHDISEELET
(COBRIKIZFERIADL/I00FERICHELED)

50~60°C
00.25:00

5
2 100yl =
= 900yl
= -
= 3000 g~00:0030
ELISAFIE
2.1 IBEELIFIEEARICDOENeogen ELISAYVTILZIDEDH L. VTl Z I T)LRILZ—ICEy b LE T, RERAD

Neogen ELISAVTILZRAINDFICRL. BEBH L T2~8 COREEICRLET,

2.2 Neogen 722y 7OTA VZERERZER L T HRERK (1B THERLUIZESRZ4 Y MRARLET,
FEES FERE EFRBISFMLL: 1EHENBROEE
(ng/mL) BERIBRODEE
4 270 Neogen 7o o)L FywrOF1> 990 uL
IEAE MR 10 UL
3 90 1554 200 pL 400 pL
2 30 1RAERR3 200 pL 400 pL
1 10 {EHEATR2 200 pL 400 L
0 0 0 400 pL
2.3 FBIBERRLIOO uLzEXRYTNeogen ELISAUTILICTETLE T,
o IEEEARRO(LEFRAR
o 2R (10 ng/mL) ppb
o 1Z#EJAR2 (30 ng/mL) ppb
o IEAEAR3(90 ng/mL) ppb
o 1ZEEJARA (270 ng/mL) ppb
2.4 1ATHABLIHEREL00 uLE ERY ~TNeogen ELISATVTILICETLE Y,
2.5 Neogen ELISATT/L%400 rpmICERELIcA —EZIIL >z —A—TABIRE 20~25°C) ICT30E 20 BIBEL £,
CDRATYTHIE TDILCHN—ZMNT TKFITRBZEZREZFHEVTIE S,
2.6 IEE% . Neogen ELISAYT/LOARABMZTE I LE T,
2.7 &Neogen ELISAVT/LZ MEHRFR CTREITH LRSI LET, FEEXETHRFEIZHRIE. TL—rEHESICLTHREY

ZEEABITEIANSIIMRDEFL L RIGE LICOTILZMNE T T IR 7mERZZELEY, IEDFFICDITD
FlEZ3EHEDIE L. G545 FE L £,




Exm A ﬁ

28 1732y YHRPO Y as — k100 uLz EXRY hTENeogen ELISAVT)LICE FLEF T, 400 rpmIlERE LA —EH
WoT—A—T VD ZARRETIOR20MIBELE T, CORXTYTHRIETL—MIAN—EINF BRI CKFICHREET,

29 RTYF26X2TEBEORLEFR (LE) TEFHAEEERLET,
2.10 Neogen HEBEE AR (TMB) 100 uLZ R b TENeogen ELISATVTILISETFLE T,

2.11 400 rpmICRELIcA —EZIIL S T —Ah—T VIl =zREEETIONEEELE I COXTYTHRIFTL—MMIhN—
ZMMF BRI CKEICHERBET,

2.12 $E&E%. . &Neogen ELISAUT)LICNeogen RIGELEARL100 uLZFRIN L. 3093 AARICTIRFEE (450 nm) ZBIE L F 9%

- \
. |
s \

001000 BEFEERE

oo\
% M
X
_—
<
Chromogenic
Substrate Solution -

003000 BAERE

_ 6




@@ i =
BEROSR

3.1 BREOFHNYIIZ IV REZELSIFFT (REOFHRAE —IZEARARODFHRAE)

3.2 ANSA—R—OP ATy BB EHETEZIE2—2—Y 7oz 7BV X8 EICEE Zng/mL (ppb) Tl
yEh EICXTIG T 2 RAZEAROBRNEZTOY T B LICKDIZEIR (IREMR) 2T 9, ZRZIENX (TXRAHER)
PHOHIFESHEATIEIN T XEEORERZTNIFZCERTIEHDEE A,

3.3 BREFNSRINEEZEHLETEROEMIEng/mL (ppb) T, RICREDFRFHR LR TRIREDEELRS
F9, LRI RIEDHRBRENL/100TH D IREIZDRIAEBEH 200 ng/mL (ppb) TH 3B E I RISRIFEE X
200 ng/mL x 100 = 20,000 ng/mL (ppb) . 371520 pug/ mL (ppm) &%&D 9,

RIEMEsEFIE

a. DOBEHESR (LOD) 1Z1.3 ng/mL (ppb) TY
BRHERIG S EDORRKETED IV IRAR LX) TERREFICEET R 7 LILT VOREEETY, 1ZEARK0
ZASEIAIE LT- 1B A DTN FIEEEICIfEIEAERE (three standard deviations) #MM X K I6T 2 BERFHET S
CTEHLEFY,

b. TEFEHR (LOQ)IX1lppmTTY

EERFIZFBEDRE CRENICEETIIREPICEET ST LILT VORERETT,

B
#1748 (Intra-Assay Precision) FH%CV =<10 N=12
ENHEIRBE (Inter-Assay Precision) | F35%CV =<10 N=12
2E 3
1. U.S.Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices for

Nonclinical Laboratory Studies.
ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

Abbott, M., Hayward, S., Ross, W., Godefroy, S.B., Ulberth, F., Van Hengel, A. J., Roberts, J., Akiyama, H., Popping,
B., Yeung, J.M., Wehling, P., Taylor, S., Poms, R.E., and Delahaut, P. (2010). Appendix M: Validation Procedures for
Quantitative Food Allergen ELISA Methods: Community Guidance and Best Practices. J. AOAC Int. 93, 442-450.
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FmfEs

X NEOGEN

BFAESZH ELISA MiXFI=
BT B EEEE S NI R (ELISA),

= am it BA B FiiHA A &
Neogen® BFESRE [ ELISA il FI AT HMFMIEZK (CIP) KR FREFH R RRRHMMT RS~ 2T
WEARE.

Neogen BFEZRER ELISA 12X 2R A0 ELISA, FmPEENERAREQSRERZBHERELREELRIATT
BRRMGLERN, BIFAERIEEEEAR, FIISHRIALYE (HRP) HIERME AR K, XEBirES 2
AESHERAREATMEEY. RITERPASRE, BEHAN—MEGRRKY 3,3 ,5,5 -TREKER (TMB) RN 5
FRRMFIEGHE, XMERNOEESRNFRPEAREQRNRERIELLZX; R, 450 nm BSBIIRINERFT AR EE
RNEFmPEARESNRE, AEdREREHENIIFRPEARREQNE, i EHZEd BXIRENITENEHE
AIREF mHRE R H TR,

Neogen EFAEER ELISA IR EE MR I LRERAZIN T WA RELREFIRE FEM. S FERmIIREISMNY
TR ERA It an, Neogen B RB R HIPIIE. B4, X4 F 1L m A FH2EIZ. Uik m. In RN XK B+ 6, Neogen RARBHE K}
BlE, [EARFXIPAA FIRERY B @i~ da. B an N LA 75 21F (4 Neogen BFAARER ELISA HIRFI =,

Neogen EFAZRER ELISA 1A EEE 96 MM FL, 40F 1 i,
= L NATI2A S

i xR BELE =& BE
GEER RAFES" 2P
STREAER)
Neogen® BAREEH |—MEER, NES 96 MAB | JLUER, 2-8°C T#EfiE | ENEZHAS KA
ELISA #&2MFL BRI EREFLETTIR A o EEETIEN | FLANFIETNEER,
MZHERESR | NS FIEZIEARER
Ho ZHl, 1FB7E 2-8°C T
IR E
Neogen® BFEE HRP |—#i 1.5 mL By 10X HIRE & | EMEFERTIER 2-8°C TFEESE | 10X TEARFITER I
HEEF (10X) EHEs (HRP) HEARHUIA (10X)o | 1/10, LUHIE IX TIE | FfiE, FZEIFAEEZ 7R

AR F2TEo

Neogen® BFEEEER |—MEMRENERAEEH. |[FSFELISATEREE |2-8°C, 1707 | Neogen BRAEZEHR
WRERER 97 BT AR Ho ERERER AT R
FHARERZ RITRIRTE

Neogen® #&FE#& (5X) | —¥#R 50 mL BY 5X #HBERo EMEEARIER 1/5 |2-8°C 5X Neogen % AR
, UEIEE IX TR R, FERMAFI 2R H EB
ZHIRIEE
Neogen® A& —#R 50 mL B9 20X JAmAR. | MR 1/20 LUEIE 1X | IX TEAMR&M | 20X Neogen HEAR
(20X) TEARK 20X HAR | ERNRFIEEIEARER

RIEBIDTEE | 2RISR, IX AU
£2-8°CTFo | BABREVEREEN—
FERRIBE,




@ Gz i =

Neogen® {EBREE R | —HR 120 mL BV AX$RERE A | R 14 LUHIE IX T |IXITIEAR | IXIZEE R 4X
E26 (4X) Ko 8K TE(EFRHI, #14X Neogen | Neogen $EEREE AR TE
MELTERRMAR  |R#REESRR [N FEHNEIEEEE
50-60°Co ERIIEMEE | ZFIRIBRE,
2-8°C T
Neogen® E&EY) —#8 12 mL By 3,3 ,55 -ME | ATLUER, 2-8°C T |, Neogen EBIRK
AR EEXERZ (TMB)o =fi#o YraRERIRFI =R
_ FAHEAZ HIRIRRE
Neogen® S LA —¥#R 12 mL 89 0.3 M BRER B LA, 2-8°C Neogen ZLL7ARIEIR
M EEIEA B A1

MR F SRR IR B HL

AFEN 103 100 uL WBEZEENEES
RE
WEEEMRE 28/ hk2s
EIBKHEBFK
HEEERIEENES

gk N b g S e =
ERTEE

TERIRS S
RHKARIRHIEFIRE
EMIRH2S

RE
PP Rz, IBEHEST Neogen BARER ELISA NIHFIRRBPHNFIEREER. ZEREFREWASE, UEARE
5o
ABE: RRBRIER, MRFEERER, FJEEEME TR EMNA S HEM/ M=K,
AR RRBENRRER, MRFETER, JRESBEM K,

AT L SHF mBREEXBAKL, FEE U TR

o RIBIMTIMAMX/ERATIARENZAFE.

o AP XIHELEENERIINR AN E A S TR G140, £ RRIWENSE! 8¢ 1ISO/IEC 17025%
o ARETINELRERSIE, SEE AR N FEIE LM P RMRERIFEE,

o EIRRIARIEAMR Neogen FILIAR, BERAL2MIERTHEMZ2ER.

AT EESRIASRBXEKN XL, BeRRER5R~n, FEEUTER:

o IFRREENMERSFETEME Neogen BARER ELISA IR =,

e ¥ Neogen BFAARZER ELISA 1R 2B LRI E =K WIEI B RmMIFEF Do

o ETFTAREARRSMERPRENTGEZRITIN,

o  XTFAERMEIKELUINITTI PR Neogen BEFERER ELISA 1T SR, Neogen HARB R HIBIIE, HI40, X4 F 1L~
m AT EINFIZ A . IRRER & 1 @, Neogen i RHE HEHR AT,

AT RBSERFEREXBRAIMIE, B RFERE =53~ 0, HESUTEE:

o TAKRIENHARHEAZ HIEA Neogen BFREEZEH ELISA KMIRAFIE,

o UA%RTE 20-25°C RRE TEMA Neogen BEFZEER ELISA 1M 2iR4E11X7IHIE TIEA K,

o B4 % Neogen BAEZEBTERER.

o WMREBERWARTE, BENEM. BREMARIVEMTE! LUESE Neogen EERMIBRIZX TS

e Neogen® IHEZRBMIAFIERIERFKBEEEIEQN

e NeogenIHEZERIXFEAFNERIENeogeniZBE HRF AN EYED, FERERMIAXATERMRE ERER
AR,

o fFEANeogenFHEERHAFZNERRPELTRESRELERMINTIA RN, AR NIIEZA A SRR HEH
FHEK,
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EE

AT HESERT ERAXEKR KL, 5 ER U TR

o HARMMERIEIFMBEN. NEFmEIZFILEIHAIT ELISA 127,

o ERBMURITVEME LIE Neogen ERREBITAEY LR LR XI5 H

BEAREHERUTREMESR.

B MR R ARG S, B AL www.neogen.com, HE] 51 H#IH) Neogen RREHE KR LUIRISE
8o

RPR&E{E
AP =R AF RAVIREAFNE B EIHIEEI ML www.neogen.com SEXR & YA Neogen AR EZ 1/, LU T iR
EEER.

IEYNFRE BB NT5 E5—8, 1SNE BRI RERMME R EF0N TS AR, SHINREIRMIMNIE R GQNEF 7555 87
. FmblE OEMNSSRERA) A EETNER. BmiFmA S ISR mER.

P ERFR N A BT, N B1TH 52X B % Z iV i 1T, UBRPMEFEAN S AR & B P 05 .

RPN BThEREEAENS ZNERFTEERT A IEMENER,

BIFR BN E—F, (A Neogen BEmE 2T mBEHMNEAR, HAMRIEZERHEFNRE,
(RIEIRS) A R e

FRIER = mE B RFRIEE D AR, NEOGEN MFr B RSB RRIEM L 1A, B ERRTEEEREEE

MAFE BRI RIE. YNSRIEPA{EST Neogen BmR £/ miF{EERE, Neogen S EIRINEHE Al IHITREHNERHREE
BRETRATIRER. XEARZ T I EMIRITBIBRT 2. B EREER), BB R Neogen &R Neogen RANEZ THE

Neogen S{EFRHI

NEOGEN AEIHMERHRK IR E 1 37, TILERNINE B EHIZ. [BIE 5% BANMBEFEN, BFERRTFFIIREK. 1RIE
AL Neogen XIFTIBFEIAFA R = SRV BT A Al sEEEE ™= BV £ M 18

ZiENEE

£ 2-8°C TFfiEFrH Neogen BARER ELISA NI EREY. B7WKE. IRIER 1 TR FEHRBRENTERR.
AL H B EAZ FRfEF Neogen BFAREH ELISA 1A FIR A 4. THI B ERFNH S ERATE B EMIMUAIIRE Lo
RIBIT 233X/ B R AT WARETEMF B,

fE 5t AA
FAREREFIE S TN, TaES BT AR R,
S

EERRL KA IXFIE T ER (20-25°C) Fo RS SMNLREREFRMEBIIES R,
a. Neogen IREVEHiK
EEHF IXRIVE DR, HIN—1% Neogen IREVE MR (4X) HEZ D EB FRREIBKTHERR, EFERH, EICATIR

SHIEFISEPIBIRINE PR (1X) Fi#E] 50-60°Co B MEREE 4.5 mL B9 IX IREVE R,

b. Neogen HEAR
EEHIE IXTHERAR, E—19 Neogen #HRRR (5X) HRMNBIMWMB EB FKHEIE KB, EMERSEFE 45 mL Y 1X
LE N

c. Neogen Wif%:&K
HEGE IX AR, F—17 Neogen AR (20X) ARMNEN 19 (3 EBFKEZEBK. B Neogen ELISA 1 UFLTE
ERE92.5 mL Y IX AR,

7 HIFMETE 2-8°C Y, Neogen Hi5A 7R (20X) RElE R R IA. BHEAREME, EHIEPIAR (1X) Z 8], 12K
BHIBFIREF TR Neogen HAR (20X) 10F#RE] 30-35°Co

d. Neogen B#ZE HRP H3E5

EHE % 1X BFESKE HRP 427, A1—17 Neogen B27FESR HRP $4E5 (10X) H7E 9 14 IX REERTHR. EUEMRE
FARlHI&. &1 Neogen ELISA 10 UFLFEZ 100 pL &9 1X EFEZR HRP 487,



@0 (EEH) i ﬁ

HamblE

11 RIER 2 FrREEARRER—R N EFHER TERRAE .
®R2 HmiflE

HaER HmAN© & (1/10)

B 0.5+0.02¢g 0 4.5 £ 0.09 mL B9FHR 1X IRERE iR
IR 0.5+ 0.01mL |#04.5 £ 0.09 mL AT 1X FRENSE AR
FHIEE (CIP) RKEHK 0.5+ 0.01mL [#04.5 £ 0.09 mL B9F 1X FRENEE Ak

.

4

4.5 mL1X
Extraction buffer

8
4.5 mL1X
Extraction buffer

@M‘ a L
s- | - @

0.5 mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2 7£ 50-60°C MEMHENEME TIRZ/KARIRHIBFIGEPIESF 25 = 1 0. Z—MEFERE, 7£ 50-60°C MiEtFmE
FARBTIEFFIRER, HEE 5 DHFoER 1 D

1.3 &5/, 7£ 5000-7000 rpm (3000 x g) TABE O IR m 20 Z 30 7, LARZAHALIK, St m il EZRFIRE 5 735,

1.4 MARE) (k) RULEE 100 uL FHREEZFIE] 900 uL WHRAR (1X) F. AilERiKHSRIRHIER LIRS XNE TR
yatEamAY 1/100 #ERER.) o

50-60°C
00:25:80 e




@ Gz i =

ﬁ
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o ., 100yl b T4
-l 900, =
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ELISA 12

2.1

A @AM /FAT AR — Neogen ELISA #2ilFL, FRACFLE FH2MFLSZZRH . AR EEARY Neogen ELISA 17l
FLKEIsRSESR R, EMEHHKE 2-8°C TFfE.

2.2 {#£F Neogen BERAEERIMERERFIEHERETHREAR (1X) PHI—AHDPITE.
EMRS FRERGER ARINE 1X HERPAIREFTR 1X FRREERAATR
(ng/mL)
4 270 10 uL B9 Neogen BFEZ AR 990 pL
ERGER
3 90 200 UL B9 EYIRS 4 400 pL
2 30 200 pL BIHTEYHS 3 400 pL
1 10 200 pL B9tREMRS 2 400 pL
0 0 0 400 L
2.3 FAEEE 100 uL WESHIREMEIZEl Neogen ELISA 1MFLH,
o AW 0(IXHEREAR)
o FREM 1 (10 ng/mL) ppb
o IREM 2 (30 ng/mL) ppb
o IREM 3 (90 ng/mL) ppb

2.4
2.5

2.6
2.7

2.8

2.9

FRAEYD 4 (270 ng/mL) ppb

FEER 100 pL 7£ 1.4 HAHI &R RIREH 152 Neogen ELISA 2 FLA,

FEIFEBET (20-25°C), 3§ Neogen ELISA #2iIFLE Fi& 4 400 rpm BUEHIRSH 28 30 £ 2 5, TELLS BAERN
LEEHFRKFELUBRLEE R,

BEFR T, 3% Neogen ELISA 4 IFLEY R A,

R 1X H5A &R Neogen ELISA 10 MIFLE 2 78 @ H R, AR Fahdt T misk, EIE NI F HEREYRE/ £ 2R
B, HERKLE ERIZIBEINFL, UEPREBRHES K, EET B =R, —HHRMR,

R EIE 100 pL B9 1X BFEZE HRP 45145 Z1S 7 Neogen ELISA #UFLH, 7EIFERE T, BFi185 400 rpm 89

EHIR7H2RH 10 £ 2 D% TS BRI A SE B HRRKTE,

EESR 2.6 M 2.7 LUEFER AR (1X) Feh B IRFE,

2.10 FAEE 100 pL B9 Neogen EBEKMAR (TMB) #1#£E|& 1 Neogen ELISA & FLH,
2.11 FIRRRE T, BFi& 400 rpm HEHNIRZHERF 10 8. ELP BRI A SE B HRTKTE,
2.12 B [E, AE Neogen ELISA #MFLHERID 100 pL B9 Neogen fZIEARHTE 30 D ERHERULE (7 450 nm BY) .
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Chromogenic f )
Substrate Solution e
p Solution

001000/ RRE

LR

3.1 BEESMERNTYE SE ERNFYRERISESURENRE 0 BT IRERSEE,)

3.2 (FREEBEMNSEHEEMEINSHITENIRG, @iZ7E x 3 ELFRE (B4 ng/mL (ppb)) HE vy i E4L$EMER
AR TR CERIE SR BT ER %, EAERA M ZIN (TR AR EEINS B, XENEHNEIEINESRE
390 (R

3.3 MIREMEITEERKE, SRBAZE ng/mL (ppb). RS, R RHERRL, FRREHERIVRE. §Ii0, t0RERH
SRR 1/100, #F BirErLZLRERRER 200 ng/mL (ppb), M &L MAREZ 200 ng/mL x 100 = 20,000 ng/mL
(ppb), B 20 pg/mL (ppm)o

_ 6



@D @ 1 =
ﬁﬁﬁ EFFIE
SIIMRE (LOD) 2 1.3 ng/mL (ppb)

HMBRHIE X iiF mh S SURNRIRRE, RERRIXNRE, 7 BeEEE MR KT X3 B lFmil B E= B
mm’e FRE R = MIERE ST +/ VR A& 0 EE BT/ E B EMRINH 1+ B AR R R E S E LA PR,

b. T=MRH(LOQ) E1ppm
= [RHIE X AN SIS SR REKTE, RERIXNKE, AEEIEEREKFESEBEEIHIRE,

BE

HPIHERE 34 %CV = <10 N=12
Rial5E 15 %CV =<10 N=12
%%@Iﬁl

ZERRARBBEER. EE(BXIMELLE)(Code of Federal Regulations) 55 21 &5, 5 58 26493, FElRAKML REI0
ERRIE.

ISO/IEC 17025, A FH 3 EARSEI = Re NIV —RRE Ko

Abbott, M..Hayward, S..Ross, W.. Godefroy, S.B.. Ulberth, F..Van Hengel, A. J..Roberts, J.. Akiyama, H.. Popping,
B..Yeung, J.M..Wehling, P.. Taylor, S..Poms, R.E. #1 Delahaut, P. (2010 ), i M: T2 BYI R ELISA 574
WIFERF : tXIESMRIEMIE. J. AOAC Int. 93, 442-450,

TSR
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X NEOGEN L
ALLUZUINIS TTITUHANAUN

aanmaday ELISA as1avnTusfiuainaiusida

n1sIndaunaiauanuusasdastuumamailnd laawi (ELISA) d1vsuni1siiasisvdaunatidsfuuasaiusidga

sngaziduananAanuazinalssdennislaeiu
Neogen® ganaaay ELISA a513n1Td56uanaIus 1 gaaaniuuliian5233u TUsfinwavaiusiga luiianganiguainig
Vinauaratauuy lunaagudiu (CIP) faaNniAuNIInavwinaay #uaauluainis wasnandumnaimisulsgl

aaa

Neogen ganagday ELISA asrannTusfuaindiusidala ELISA unuuzude TUsfuaavirusidarion lusasnasindfasen
ﬁuuauﬁuaﬁaﬁmemw%uﬁ'au'iq@%ae‘ﬁ'mme‘ﬁuﬁﬁﬁuﬁwawauwa?4a'lm%u”luiﬂs”lmma%u,ﬁ's navnianTusaui ldainie
aanuan uaudvafiswizdmsudiusdafinauginadudassusadsilasaandiad (HRP) avnmmua\ﬂﬂ LLaumuaﬁﬁﬁmamﬂ
autawlgimaniiaznagiiuadslsnaudetauduTUsfiuuasdrusdaidaniznaunun udsaindunaunisanasefisas n1s
Wuda151asTuiln, 3,3',5,5-aassunaluugéiu (TMB) :azm‘lum‘saqwuLau'leﬁumumLn'\:ﬂuaumwﬁa‘smum ANSWeIUNUDNE
NnFABeRerasiuew laniulsiuTaunsifuaruanaueasTsfudrusdaludaaniineday doin anisganiud
450 U1 TUNAS 5\1Lﬂuﬁhm'mL‘ﬂm]u‘naﬁﬂ‘sﬁuﬁ’ausﬁaﬁimiﬁ‘luﬁaazhgmaau YsunauaasTsiudiusgalusasimagay

A5 ALUADIFU TAININTFIU FIFTNUUIINNINTFIUUDIANDNVUTINGIY UazlSuniun15t3avsavfiiea

a va

Neogen aanaday ELISA asravnTusfiuaindiusidasanuuunialaludnmuinaauvaslfiifinisiaugsiuignisila
%umiﬂnausuﬁmmmﬁﬂﬁaﬂﬂﬁﬁﬁms Neogen Fol ledavinanasianfunislandnsuniluanadmnssuiu 9 uanan
ammnm‘ma'\w]'imatﬂ‘samu et Neogen vl lepanandsifienfunandunidmsunisnadaudiaieen gaatne
\A3avA1aN fhadanvadiin udadaunfafudad Neogen fanaday ELISA a5 TUsRuANAIUsEade i lavinnng
Ussfiufunandamnainsg nssuaunisudsslaning uassafisunianadauiduld laviaue

Neogen afanadau ELISA asrannTdsiinaindiusigalscnauaie 96 vigu anunadunalunisiei 1

»15191 1 dulsznavuagavaday

518115 N153UN N15IALASLN nSIALSNET | ANLAAS
(As1uazdanludu
msm%uuﬁ'\m)
Neogen® vigu ELISA | 1 Q\W\Iaﬂé avdsznaumanan | wsanlau 2-8°C ‘luqv sr“jaeﬁ'\qavxlaﬂéﬁussq
a5 TUsfiuaIngs | rdsuuaudvadiuuunanla 96 Wavaiida NAUUALENITAAAINT U
usga nau wsanfuasge | Adelulalaviu oy
AN ﬁaquﬁ 2-8°C i
FnE1ANETU5UDY
TUNRNADIE VIR
nadal
Neogen® aauqinm waufivad (10X) fimauqinadiy | 132319 1/10 viufinau | 2-8°C luiifia | Aaugine 10X s
HRP wa9d7us19a gasdusanelasaanding Lanuitarinnle Wd@hasauiviununang
(10X) (HRP) 10X au1n 1.5 ua. witd | arsazanadmsulas VNAANAFOL
. YIAUAD 9 1X
Neogen® 1inen TUsfiuuasiusigainsiuainu | Tdsagnisindanans 2-8°C uua | Neogen 1nanunsgiu
wnsguTUsiuaavdn | wuauniieiaund wnsguludiusaedu | ud TUsfiuvavdrusda
U51Ga naw ELISA Taudfiasauiiviu
_ VU UNAANAFL
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Neogen® d#1svinliiida
39 (5X)

d15vi1Tnida19 5X auis 50
ua. nilvaa

132319 1/5 Viufinau
lanuitarin v la
dsazatudmsules
3 1X

2-8°C

Neogen d@15azany

i lniBa979 5X finnnw
idfiasaudviununant
AIHANAFAL

Neogen® d15azang
gusulaay (20X)

d1sazargd nsulayany 20X
Au1n 50 Na. uiwIf

132919 1/20 tWavin
d19azaradnsu’le
97U 1X

2-8°C d1usu
Wasazany
dnsula
31X ay
eauau
waIdI5azA
Ausuleany
20X

Neogen &15azang
dusulaane 20X §
AMULFTaTIUTIIU
VU UNAANAFAL
Asazatudmsulas
a1 1X fimuddus
Wunatagsuaamily
FUaindeainniste
ey

Neogen® iiniWasn1s

iiasnisadin 4X aua 120

139319 1/4 wWavin

2-8°C &5y

iiasnisadia 1X

dnm E26 (4X) ua. witvana dsaranuamsulaeu [ ivansazans | uar Neogen timinas
1X dsazarudmsule | d vl N15ann 4X fAu
IUAITUINNAUTA 50- |9 1X uar | d@dusaudeiununany
60°C naulainu 1inen Neogen | wavaanadall
tiasnis
dnm 4X
Neogen® &1sazatsn | 3,3,5,5-1nnsuuiiaunddiu waanlan 2-8°C Wiifia | Jasfuluwuainuay
aulAsTuadin aun 12 Na. nilvana Neogen &1sazanes
(TMB) o
A5 TuinAAN
_ idfiasaudviununang
UYAIAANAFDL
Neogen® &15avane nsnaiian 0.3 M aulq 12 wsanlaeu 2-8°C Neogen d15azang
dusulavige ua. niliwan dusulavgaiinan
idfasaudeiununant
aunsaui lufisnuluae laun:

viaamnﬂam

Lﬂ iﬂ\‘iﬂ’]\‘i/l,ﬂ’ia\ﬂﬂﬂLLN‘LLEJ’]MWﬁLa EI\‘)L‘D'FJ
mﬂaumammmaﬂiaaau

fudauvasdidafdinfiauuuudgadasunisiivdns 10 84 100 TuTasang

Lﬂ5aﬂaguu,wumvms}aﬂwna )
avnsatdusulalunaslfiinissinniy q dmsunisnsoiitauasaisazanoivines
UIRNIJULIAN

Lﬂsaowaumsuuwumu

a’wmmumammmmuL‘nmmamuqu auuuiwen

13} ’ia\'lL‘ll U'Wﬂ']‘iLLu’J 91U

Aulaanny
wlrarsau vinaunla wardfiifauvayaniuainudaandaninua ludinuaindiniu Neogen fanaday ELISA #573u0
TUsfuannaiusiga thudiuzinauaIulaannail lidmsulaaedeluauian

A dndau:  udavdnrunisaiidudunsia Fannlundniass a1analunifiansidudinusanisuiaidusunsiaz/vsaniuds
UIERNaNINUFU
aadune:  studarunisanianadusunsis vanlundniday ananaluiieainudaniananinadu
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v

Waanaudaeiidgrvaviunisduidasiai arsdftiaeil

o rAdatunusuiouuazuinsgiuanavinssumasiu/giinia/lsanalulagiiu

e lanavilnausuuaainsvavaufadfumaianisnagauiiuisanduiagiiu draaieeu uumnelunisufidideasay
1#11%n15 (Good Laboratory Practices)' #3a ISO/IEC 170252

e UirReuuumvlunisisiauaulaassuvasialfifinnsuinsgiuaua iauﬁqﬂﬁmu‘qmﬂmﬁumﬁmﬁLLazaﬂﬂinI
Yasrunremuinzaulusasidanisiuiaen

e uAnAmvaLIRMMINENNERU Neogen ansazarudmsulaniyn qananstayamindaansiodmsusayaniuainm

Uaandgunuin

Auusiniaananudsaiardunanisinsisinuuaulaaniin lWgnisdassnansamidinistwdauaantyl:

e Jaifiu Neogen aanadau ELISA astauTusuaindiusidanuiissylhlunssasaumuasludiuusiinislaeu
nAOS N

o Neogen fanaday ELISA n5791 TUsfuandrusFadmiuainsuassnagvluduinaauiiniunisnsradauann
wiaeunelursan1auanuad

o Uitieusuiisunisuazdiiunisnagaudivisyy o wdaiauludiuusiin1slanunandom

e Neogen felladavinanasiienfunisle Neogen sanadau ELISA asaavnnTlsiiuarndiusidaluansdmnssuiu
4 UBNAINANFIMNTTHAMITUSaLAGaVFN finaundia Neogen fio 'l lmaananasiierfundnsumniidiunisvagay
faatven fatnaAiavdtand fatinadin niadatuiuafudag

Aruunitinanadsaiardunan ligneasusugiiminldgnislassnansaniinisthuiauaana:

o Neogen sanaday ELISA m‘s’mm‘lﬁﬂsﬁumnﬁau5ﬁeﬁaﬁau'3uwummuLaua

o JawmduuarsazarudmiulaviuTaslaitananausas Neogen aavadau ELISA asaavnTusiiuandiusidaitaonad
20-25°C dua

e vuuaude Neogen tinanunnsgiutusiiuauasdrusda

e wlau windrsazarusvaulasaiinuadoududiindu Utidauuumielunsufiafiauasasfisnis’ iandn
wevnmstwidouanuans Neogen drsazausnulasuaiin

e Neogen® Allergen Protein Testing Kits liaansnlamsiadinsizusnageiilaseasraasTlssiugnrinaiaaiadfasanla
a5 lagd (hydrolyzed protein).

e  Neogen ganagauTdsfinuuusiaisi gnaanuuuiiianagaullsfiuainamisudsguiiazarsdu Neogen tiinasnisaria
33n15uvaslunisulsglavinsanavinlufizaindalunisnagauTdsiunmune.

e nszuauMSUUsIYaMNSUNaLNY anadnanan1smadauTUsfiuluanisTaele Neogen afanadaullsfiunuusiaisi @51‘5
UAITATFLIIZNeFaLmINa TN TaNALTngUsravALia TASIAUANRBINISUEIN 1.

aadanmn

v
a vae ¥ o

Waanmudavainnanisnadaun’lugnaay arsuflidcngil

e  ANudfisuavAaLINavAIINNIsENa lu lalseliu Adsvindunau ELISA iurindasainnisdnaniacig

e Jan15 Neogen d15u1nssuTUsfnsavarusiganiniuinilunisdfifnfvasvavdfisinis iiadasiunisiuidouau
WaNFIDLN

AgnuilandrisuayaniuaulaaniauaIidnuInaaIN1TNI LAY ALANLALY

inaavnisuayatianuandIsdsc@naninnaniouan Tusaiun Uy laauasisnn www.neogen.com w3afanaamILnuuIEm
Neogen #3asiunuiimuiglunasiu

v v
ANMNSUARTauUaIn 1
wlrasnavvinarnuanilalugiianislaviundndaniazaayafiaIAUNINA LN UINAaINITUDYALNNLAN drursatianuauiivlas
VavL51 laiwww.neogen.com, ¥3afinnamununzanIndnviuie Neogen Tuiunuainiu

Taglwisnisnadaunvrnnlunisitas1zriaiiing WnansaIsnadaulazdinanananIsnadaunie N1sldanIsnadauas
MAIANITNTRTUAN q Na1EINANANANISNAFDL LHU ABN15duAIa819 A5N1anadan A5N15eF8NAIL19 N1SIANISAILAN
wazinailauavuavlfiifin1snatranssnunananisnadanla §7a11151avAaraNNanaNaNISNAFDULTUAL



@ ( n1lne ) ﬁ ﬁ

ylafivinidaniznismadaundanandoun i 4 idsafiuiruiusasfiuansaniiasinliznisnadaufidan 1nsenu
LNkl

v v
=1

uananil ylavzeavsuRaraulunisiianisnisnadaviaznaawsy laluiduliauaadinuauasgnaiilazuavyInaEUAN

wulRaAuIsn1anadaudu o nadawsi laannnislandniaumaay Neogen Food Safety lafinn WlasulszAufivaauniwaas
wasnasatunaunlanagau

alasndnuasnissulssAn/nisTaaauuusiie

NuuAITszyag L lutadinnN1sSuARA LR ULsTIR M aasEuA R azlsuan ElauaadIudnslun1ssy

Yserulaq W Taadauaamsalautsans Sesamdeun lusrdamias n155udssAulaq luanuamnsalunisaiene

la (Merchantability) #%a ms‘l‘ﬁaaﬂﬁuﬁﬂﬁauﬂ55Tu‘mimum'm;i\mms_lLaWﬁx (Fitness) vanduailag wasiilaiau fva
unwsavluaulaaasaifiardiuaivig ﬁTaLaum%aﬁaLmuﬁm’mmﬂﬁiﬁ%uauzmmmnﬁ‘f,amm:tﬁaﬂimuﬂﬁlﬂuﬁuﬁmmmu
wiaAulduA1dua Gudunisdoroanizdiungnaiiniidaiudy ngandnnasiunueailaauusasiunudadavuni
asuaunyinaniilaan

aaginAINSufinTauuay Neogen

NEOGEN azlusufinaraunanisgeyidavdaninudovingia o mTaunsy Tagaan Amdonssnisiiaadwiiasarnnisie
dryeun vidafidunaduiiias saudua lisrdauiaenisgdonannls musufingauuaimmne Neogen Tunnguunaasnad
WPusIATaINAnS i avnausaunngay iansdida q fanu

N1SIALSNYILALASANIA
ammuﬁau'ﬁa‘lu Neogen Apneday ELISA mﬂam‘m5mumnmmwamamuﬂu 2-8°C wuuaiudy daifuarsaranadmsulas
uiiFasnuainuiiasunslunisi 1

navlulednlsznay Neogen gavagau ELISA asravnTusfiuandiusidandsaniuiivunaty Sunueatguasiunaavda
AR LILUARINATUUDNVDINRDY

Ardanustiisuuaruinsgruandvinssu/maviu/niina/lsandlulaqiiv

v
AuLINSTau
UHtRamdusiaMarunagvazidansaumay win ludfiidiuniu analuwan lugneaauundgnla

R GETIP TR IR
vnhgvnueaanu inauunivay (20-25°C) naulaniu laniausdnsulaluvavdjiifinisndzatadiniuidaavuaziaau
d19ararudmsulau

n. Neogen iininasn1sdin

Tunisezanimivasnisaia 1X usin Neogen tininasnisdna (4X) uilvaiu uazidaawluiinauniavinudalasau
dudiu awiniwasnisdia (1X) arvnurauiivannnil 50-60°C luaviiaruauauunlivdaguuiwisigdaiuuiaainanle
AU sagnuanazaunavlaiininasnisain 1X aun 4.5 ua.

a. Neogen d15azaravinluiiaave

Tunrsedangsararavinlidaane 1X udin Neogen d19vinluidaa (5X) nilvdiu avluinnauvdainnaudn laaaud
d7u Maanunazaunayladisazararinluidiaane 1X auia 4.5 ua. ivuua

A. Neogen d1sazaradmsulaaie

Tunsmsandsararsdmiuiaany 1X Tusdn Neogen d1saratadiniylaany (20X) nivaiu avlulinduniatinuda
‘lasau 19 d7u 1au Neogen ELISA uaazuauaavladisaratadiniuleaany 1X auia 2.5 ua. Taadszuno

vunae: anafinsiiandniu Neogen dsazanadiusulaay (20X) WalAusnun linaaunnil 2-8°C lun1sazarandn u
au Neogen d1sazargadinsuiaansy (20X) auiivaaunnil 30-35°C lua1vinaiuauauu ) ivizaguunisidanaunIsinzes
d1aararudiisulaans (1X)
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Tunsedaurauging HRP aaadius1ga 1X uidin Neogen mauging HRP aiavdusiga (10X) wilvdiu uazidaaelu
d1sazanarinluidaay 1X ludduaa 9 damu in3suviuiinauleeiu vau Neogen ELISA unazviquaaylanauqing HRP
VavNIU51Fa 1X sun 100 lulns8ns

3. Neogen mnauainn HRP wavalus1da

N1SLASENRAIDL
NUNELYR: AaaNNUNaAsaIdAaAIainiasn1sdAn 1X NauaiuuiLalauivaunnil 50-60°C

1.1 wsausagd nsun1sanallsfinlunaaanaaaindzainvsanaanneaadiulasualniniuiasuialrlunsien 2

M50 2 NISLHFTLNAIDLN

WA3NTAIa819 auInlagy | n1stdaae (1/10)

AR REIICIN 0.5+0.02n. Watiiasnisada 1X ﬁaiué’amﬁmé’) aun 4.5 + 0.09
ua.

MU 05+0.01ua. | huiiinasnisddn 1X Aigualsmuiua auim 4.5 + 0.09
ua.

ﬁﬂavwamﬁwu‘ummsvi'\mma:a'mLLun‘lai 0.5+ 0.01 ua. Wintiinasnsada 1X ﬁéué’muﬁ’mé’; au1n 4.5 + 0.09

nanduaIU (CIP) ua.

ST NICIN

] il ’
U> v 4.5 mL 1X

Extraction buffer

UILARR

=
. S
0.5mL 4.5 mL1X

Extraction buffer

CIpP

0.5 mL 4.5 mL 1X
Extraction buffer

1.2 umwmmamammLaamqLLm‘luaNmmUﬂuamunuLLum‘ummamumwmmauuuL‘nmmamwﬂu 50-60°C dutian
25+ 1 unii am/mLaaﬂﬂaﬂaaﬂmamo"l’:‘lumammumuamwnuwsamuumets‘n’amamwnu 50-60°C az gnanadfiau
a1 1 U1 1n 9 5 ui

1.3 UAIIINAITUNIWZLT LA UUULKILIAIDE197 5000-7000 saunaulii (3000 x 7.) tuiian 20 &3 30 3udi ialuaunia
Juidunauniadaaslunnaznauiuiian 5 uriluszunseldanasannaay

1.4 1Ay 100 TAsans3nseauna (Usenaumisun) uaddinadludrsazatavinlidaan (1X) auia 900 Tulasans uyuin
WIala I NaNaN TUAY (FIEINUN1513a379 1/100 wavaIae1NLAN)
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50-60°C
0:25:00 .

=

/ia

I

100ul

3000 n. / 00:0030

diumau ELISA

2.1 1aviqu Neogen ELISA aanuilvinauaadfinaNiLaz/v3adisuinsgii a2 vuau 12luina1mau vnnau Neogen ELISA
lulalaAvdul luganaaa dasiuaninnaullifiuiaounni 2-8°C
2.2 lun1sla Neogen® vnanuiasgruldsnaaidiusiga Tuedaugisuinsgiudnuwianidaasuarludisazanavinluiiaang
(1X) nilvaa
UNUIRUNINTFIU AULUNVUNINGSIU Uaurnsuavdrsuinssuntin | dsuansaavdrsazaravinlu
(w1Tunsu/ua.) avludsvinluidaae 1X 132319 1X
4 270 Neogen ureunsgiullsfusag 990 ln1A9an3
21u91%a 10 u1A5ans
3 90 F1TUNNTFIUNNIELULAY 4 YUIR 400 lulasans
200 1u1As8ns
2 30 #1501R5FUNNUEY 3 YUIA 400 lulms80s
200 1n1A9ans
1 10 A1501R5FIUNUNULEY 2 YUIA 400 15805
200 Tu1A9ans
0 0 0 400 15805
2.3 fluladsuiansgrunsazaiia 100 Tulasansasluviau Neogen ELISA
o #1153 0 (m‘saymﬂm‘lmaamo 1X)
e  d15u19557U 1 (10 unTunsu/ua.) mumawumumu
e 151195571 2 (30 w1 Tunsu/ua.) mumawumumu
e 15195571 3 (90 u1Tunsu/ua.) aaumawuaﬂumu
e 150195571 4 (270 U1 TunN3N/NA.) dumaiuaIuaIU
2.4 fulaghaswiadauanadonlilusa 1.4 100 llasansasluman Neogen ELISA
2.5 uuwsizidanau Neogen ELISA ‘luladavinanadnsuudsiunavai 400 saunauiil Naavnivay (20-25°C) 1uian 30 +
2 u1ii asaunan huassnessaulvag lussurufiainulussuvdunauilliiadasiunisssive
2.6 MARNNTVULNELTD RAFI5Ua9au Neogen ELISA
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2.7 pumvan Neogen ELISA unasnauMifinmsasazatudmiulaan 1X uazgaaan winviinisanaadia lnduaiuman
waINABEIEITTIIAY UL LazAIsHaNaENTIASILUATEA T URauTaFsazaud S lgaeTinnANN vindndunan
flamadudaaraionuadad

2.8 flulamaugina HRP aavaus1ga 1X auia 100 ulasansaslunau Neogen ELISA unasvau untwizidaluiadaviaan
d191u25107N6AT7 400 saunauii Naawuniiviaaduiial 10 £ 2 uaii asauviau L lundauarinu ey lussauifiadnu
FEUINVUND U

2.9 vindgusaun 2.6 war 2.7 iialuaasunmivuaiasialadisazaiadivsulaans (1X)

2.10 fluln Neogen asazanadiaulasiuaiin (TMB) 2uia 100 luTasansaslunau Neogen ELISA unaziay

2.11 unwzigaluladadaad@siuls unayaif 400 saunaulil Naauvniiviaviduiian 10 uaii asauuau lluifiauazinus
Tvaylussauifainuasuivdunanil

2.12 wavanmsuNnztda Idin Neogen d1sazataadmsulaviga auia 100 Tulasansavluniau Neogen ELISA unazvigu
LAINAITUINITYANAL (11 450 unTuluns) n1alu 30 w1

100yl
900yl ==

_— .
X Diluent

o
—-— (S

e Buter

00:30:00/anumniivay

e Buter

G:lD:OO/qmwnﬁﬁao
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100pL\ <z
R X7 100pL
' P g N /\‘
Chromogenic f ) %
Substrate Solution - Siropdl
< ) ®

D:]D:DD/amwaﬁv?ao

ms"‘:msunn;a

3.1

wnmwuwaqLaaumaomamoumaumamo (mmmu‘lmmaom‘mmﬂaumaﬂ‘uaomaU'maummmulmmaqmsmmaumau
mmmﬂuﬂmmmu)

3.2 leanausraniinasfidFunsadsanlsudulasladafnauudnisfinas danidulasninsgulaanisndanadnu
mmmﬂum‘fun%m/ﬁaﬁﬁm (mumaﬁumumu) vuunu X uasain1aganauinain laniuaisuinsgiuindannannuinas
Fauuunu Y uanainit analars@udsuiduTrammuindududay (unisindvdas) uiadulavau 9 la agnelsinuaiudsy
WuTAamnaniinaaluuayafusiugiasni

3.3 mmmmmLmu‘uu‘naoﬁaamqmﬂLau'immm'smu Muw‘nmwaﬁw5ﬁauﬁuﬂ%u/ua (mumaﬂ’umumu) mﬂﬁu AOLAE
§21115129N151509196 a1 RANSILAIUUNTUVDIFIDENLAN FratndLau mﬂmsLfoamﬂmwumaomamma 1/100
u,avm'mL‘umu‘uaqmamwamﬁuimmmmmmnu 200 w1 Tunsu/ua. (mumawumumu) AN TUT G
ammﬂmmwnu 200 w1 Tun5u/ua. x 100 = 20,000 U TunSN/uA. (mumawumumu) danniu 20 WTAsn3u/ua. (muma
AauUFIU)

AUANBALEUUAN

n.  Uannasiganiesizrle (LOD) im1Ay 1.3 urTuniu/ua. (§undWuaiuadin)
Uaunasinganasranuriivuaiduanunaustgauavaisnanlunlusiaginadauidiuisadnuunainilaa i lud
d19dia o szauadu ) landrvue’ SadinualaanisiinadaauuninsgIudIuA1av luAIAINNYUNANUDIATE
AUENINIFILITULLAAT LazNITATUIANNIBNTUALALIVDY

2. Bnnasigandiuisasisuaidusiiae (LOQ) 1Ay 1 d&unaaiudin
Uaunasngandiuisasisuaidusiauiivuadussiusiigauavaisnaniunlusaasninadaunaiuisasiasiuidu
AR U SERUANNUNULIAAUUR®

AU LU UED

AaMuuNngnalud1sinlaitmscn Aaal %CV = <10 N=12
AMULIUENTEINFN lAIATIEN Aady %CV = <10 N=12

uayaaIvd

1. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices for
Nonclinical Laboratory Studies.

2. ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

3. Abbott, M., Hayward, S., Ross, W., Godefroy, S.B., Ulberth, F., Van Hengel, A. J., Roberts, J., Akiyama, H., Popping,
B., Yeung, J.M., Wehling, P., Taylor, S., Poms, R.E., and Delahaut, P. (2010). Appendix M: Validation Procedures
for Quantitative Food Allergen ELISA Methods: Community Guidance and Best Practices. J. AOAC Int. 93, 442-450.

AtasSuadaansal
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X NEOGEN

Neogen® HZl& L{E HHHA ELISA 7| E= NMA2| MF(CIP) 2B Az s, THE Ha AE, AE M2 3 713 AS0M HatE
HE TS AESH| o 2ot ASLICH
|

Neogen E2t& LHE HHMA ELISA7|E= HES|X| ELISASE ZEYLICE Al=0f A= EetE HE HHFo| Z2|AEH 0|2
g Az 2H| SHE SEEE HE oot BHSELCh MAHS Sl bl Zg H

ZetE g HE ¢ =
T B MA A =, 2 J|ZQ1 3,355 -H ECHHEHIX|E(TMB)S @M HA SAH|of| 2l 247t AEE LI Of
HISOZ Qlot M2 AlHS A M=ol HEtE HE thE SHof met AHHMo = HatEL|

A Al2Ql EEtE HE HHMA 522 5o ZHULCH Al Alz0f| ZEE 2
FEotn, AT SO EELE 5L, AR M S Dot E =HY = AFLICHL

Jot

Neogen H2tE LE EHHE ELISA 7| E= A2 7|0 O3l wSS 22 HEIVL dedd 2F0M AESHEE NotE[AS LT,
Neogen2 MFZO0|Lt S =7t OFl CHE MHOM2] O] MF AHES EMSISHA| USLICE = Neogen2 &4F, ot & F, e E=
Folsh Az Aledo] T3l M= O] MIZS EMSSHK| AUSLICH Neogen HEFE LHE A ELISAT|E= 7tsd A= BE

AZE MEIJIZ G AY ZZEZS0M WIS %l 20| oflL|ct,
Neogen H2tE L{E THHE E|ISA 7| E0l|= 9671 K| A| 20| LSO JESLICHE 10 MHEO US).
H1.7|E M4

a8 ID Z=H| 23 ory
(REMISH LHE2 Al2t
ZH| MM EX)
Neogen® Hel& LHE | H|7 753 967HX| A2 Ab8g ZH|E LIt [ ZAEFQE SH | AHESHK| 942 A|Z Rt}
CHEHZI EISA A|Z2 T TEE AZTO| BH7l S U ot =Y AXNZL 2 =Y
174 HHoj| 20 WS CHA| 2SSLCt.
2~8°COllA| 7|EQ| RE 7I8tX|
HatetL|ct AHHE FXISH7| 2UsH
2~8°COf| A E 2ttt
Neogen® H2tH HE  [1.5mL2| 10X AXIR 2tttz A | AL ZIT0] 1/10 2~8°C2 10X 22 7|EQ|
HRP Z&H(10X) (HRP) A% 2A|(10X)7t £ 2 3| Msff 1X9| =g =2 X0 |2 712K
- U= Hio[ 2 174 goHg ohEL|CH Hateti|ct, O QIL|C
Neogen® HEZ}H HE | 2%l HEtH LHE Chd & FH|of tisiM = | 2~8°C. Neogen Heta HE
CHHE B & 5= =Tof Hiolef 174 ELISA &AL MM g SAMIIX| CHHE B E sX=A2
EXSHAIR. ORMAIL. F|EQ| 8% 7|ZHIX|
Neogen® 3| MAH(5X) | 50mLe| 5X g|AfH0] EZ! H 171 | AL ZIHof| 1/52 2~8°C 5X Neogen 3|4
S| sl 1X9| ZHY BH2 F|EQ R%r
gHS oHEL|CH 7|1Zt0tR| FE A LTt
Neogen® MKl (20X) | 50mLe| 20X A|&HHo] B7ZIH | 1/202 3[M6l 1X2 1IX 2 24 | 20X Neogen MK A2
174 Y 8Ug PHELICE [H20Xs= 7|EQl |% 7|ZHItX]
MAH B FEA LT 1X
2~8°COll A MAHH2 FH| = |4
HeretL|ct 13:7F P A LTt
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Neogen® F£= HIH 120mLel 4X =& HI7I EFZl | 1/42 3| M 1XQ IX 2 8o 1IX FE HH 54X
E26(4X) 8 174 I 8Hg ThELICH | X 4XNeogen |[Neogen = HIHE
I BH2 A Mol | sFFEHY |F|EQ R7 7|12
50~60°C2 7tEsllofF | 2= 2~8°COllA | ™ QIL|CE.

SfL|Ct. HEptL|ch
Neogen® &AM 7| & 12mLe| 3,3'5,5'- Atgg ZH|E gLt [ 2~8°C2 2ol &K (R
g E“EEW“E'H"X“:'(TMB)O| Cd =2 3o =5 BHL|C Neogen
g 1M B 2 7| H gL
ohE & QiL|Ct.
Neogen® EX|H 12mLo| 0.Neogen 220 71 | AF2E FH|Z BHLICE [ 2~8°C Neogen HX|HS

5 1 S1E9] 23 721K

7|E0 ZEE|X| 252 XIAH:

e 10~100uLE MF 4 = Lot o[zl 9l o[zl &

o ANERH

o O/ MY Z2[0|E MXT|/517]

. ZEsEcToes

. Oz E B0IE 2y

o Al 9 BT 2o FHIZ 95 23 52 of2 71X A 7|7

° EO|H

o SR

o TE =k Es TS QIFH|OIH

o Az =g
orH
A&XH= Neogen HEHE HE CHEEA ELISA 7| E AL HEXMO| e 2E oFH 2t Aletg 911, = X[t o|of| thatof ghL|Ct
LISof| #xg & JEE otX X|H S HE5HAIL

A ZAD: TSHX| 2 F AFO|LE M2st BAF Gl/cr= T ARANO] 2SS xafE 4 Qe Y Aetg ofo|gfLict
U ISR Y AL WA IS KahE 4 Y IUHO ST A olnjILict

tet 23 & 2 9|™S SolH:

2|

o Sxiel |XI/XIGY/2oY/ MY BE U FEO| T2t HI[SHIAL,

o MEXHE SIS RO 4 A4 B2 7|2 S 1SO/IEC 17025 SO HHS X AR 7| HS AR Hf FLIh
o AYS IS ms MTP HEI HOLH A2 HIEOH0] FA BE MM OFN WS FAGHIAIR,

e Neogen HX|%0| [50] Y| 2 SHHAS. XAE O HEE BHIHSARZE HESHIAI.

LHPE HZQ L= 0[0X|= 2184 Ao} 2HE S™HS E°|E1

Neogen HEE L{E TR ELISAF|ES Bt mi= T& g e HEXMo| FAIE HS WEL|CE

Neogen HElH L{E HHMA ELISA7|ES LR = M3Xte| 1S AHE AF U FHE A0 AFESHYAIR
LZEES E5010 ME AYM0l| BAIE U= FHastA Alede ™AL,

Neogen= AF0|Lt 2= 2 L0 CH3HAM = Neogen HEtE LHE HHHE ELISA 7|E MES 2AMSSX| EAELICH &
Neogen2 &E, St E, e = £25t AlE AR Tl M= O MIZES EMSSHA| UASLICE

LHPE HZ LYER °|0'IIIE Seio Zupp 2E "E E0[2{H:

Neogen Hel& HE A ELISA7|E= °._1X1|Lf f8 7|7* LHOIl AFESHAIR.

Neogen H2tE L{E CHHEI ELISA 7 |E =W A2 g4t 20~25°C 2 0f|M AHESH0] 2] 8HS FH|SHIAIL.
Neogen H2H L{E LA HZF SXAMZ %.’é*li’lxl ORYAIL.

drA 7| SoH0| mZtMOZ HEUCIH ALESHX| OHYA|2. Neogen LA 7| & Solo| mkt @S WX[st7| o 24 A4
2| 7|&12 =5OHA 2.

=TT

Neogen® e Hll CHME HAL 7| E= Tt

ol E ROl HES fI6 RSO RIX| U LIT
Neogen 2{Hl EHHE HA F|E= 7t AZ 22 RE Neogen 8 HIHZ ljE CHHAS HES = UAXE
AR RASHCHL 28 AE 7t G2 B B”ﬁ”’élg HES Hete = ASLIC

o U AE JIE2 Neogen L2{H THIT ZAF 7|E0| AE CHIT A0 IHS 01 4 UBLICH ALBRHE Y HAL
A0 NBHIO| 27 AES SHAI7|7| Slgt SH0| HEFEx| HEHI0F EHLIC
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AL B ALO|E(www.neogen.com)E 22157 LL #1X| Neogen CHE|F EE= HHOHE O

Mg} Al
AEXH= Iﬂa MM HHE SXg ’ﬂ*.O'OI UELICE O XpMet HE = EAte] EAIO|E www.neogen.comE & 115H7{Lt
®X| Neogen CHE|HE = THOHEO| 22|35
AE EM0O| A2 E R E HAE WY
AIE FEUYH ANE ZZEZ ME FH|
sR?:.H—IEL &!% ME |7t Z2otof] 2 E 5 US
AHEXIE MEHSE HIAE HHHO| AFXIS| 7|ES SESIEE UEAIF|7] 2/d] HAE W = NES MEiste] S20t ME +E
HYotet= A2 ALt MAUL|Ct.
CESH ALEXIOAlE e HIAE W S Zob7h oY 02 8l 3GXte| @+ ArYE SES=XA| Brehe [Mlo| UELICEH
oL HAE gD} OpX7LX| 2 Neogen Food Safety MES AHE5I0 €2 217t HIAEE IHERIALL T2 MAS ZEEHE
HESH= A2 oteLIC

— AL

BEo| sHAl/metH H|

HE ME ZEC Mt HE 220 HAE Z2E Helstn, NEOGENS2 AEM = EF 8 MM et 258 Zast
o HAIMO|HL AEHQ ES T HEBILICEH Neogen Food Safety HMZF0| Z22t0| U2 EL, NeogenO|Lt 19| Z4
oD A= KEAl| BHHO)| L MES dAHSHAL 0 S S 2= EEILICH Ol= #35ke] BHERA RIZIL|CE 37t
AOH Neogen HYX}F EE= Neogen 321 CH2|F 0| 22|SHUAIL.

Neogen X io| 5t

NEOGEN2 #=2|9| ¥4 S Zotdto] ot 2 2l , &0 Tl M = M X|X]
AELICE B 0|20l [HE Neogen2| M2 O HAR0| 20| ACHD FEE HME L 704 iz S X1HSHK| eh&LICt.
B3 o)

Neogen H2[& HE CHHA ELISAF|E LI 22 2~8°COllM E2SHIAR. SZAIF|X| OFLA| 2. 3| M5 2] A2 H 10]
HHE Hret ZHo| HketL|Ct,
RE 7120 X|'t Neogen E2tE LHE HHHAELISA7|E 4= AESME ¢ ELICHL K& 7|2 53 Ha = 4Xtol &
2Hof 7| =0 AELICH

el HX|/X|H /=7t L BE S A0l whet B 7SR A L.
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= [ |
A 7|7 22 9l R9lS0| ZMo| S 0| 4 USS A4Ishs 20|

2,

RIZ HIAE HEATL AB0| B2 5 4 YBLICH AIE 242 Mefz o
a3

£ AL,
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AHE X H

DE XHg Fo #A ELEHHAR OHX| foH 2ot Aot Lig £ AGLICH

Alef ZEH|

DE A%2 AL HOj| 42(20~25°C)0fl FAAL. TR MY 7| 7E 0|23l 2 SHS 5|4 gl HatEh|Ct,

a. Neogen = Hm
IX == HHE ZH[sl2{H Neogen == HIH(4X) 1M ES EH0|24 L= Z74 34880 Lo s|AgtL|ct, A+ Hof|
[EfEE?_F X0 M £ HIH(1X)E 50~60°CZ 0|2| B 2Lt QIFH|O|E{E SELICE ZF A| R0l = 4.5mLo| 1X =& HIHT}
Zoghct.

b. Neogen 3| 2o

1X 3|4 U2 ZH|5t2{3 Neogen BIAHI(5X) 1L S 0|24 E FR4 4420 WELITL 2 AR0IE 2 4.5mLe
1X 3|4 golo| T
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c. Neogen MXt H

IX MH S ZH[SH2{H Neogen MIHAU(20X) 1d=2S EHO|2 = FFF 19820 EELICH 2 Neogen ELISA
A2 Ttofl= 2F 2.5mL2| 1X M&{eHo| HRBtL|LCE.

£ 2~8°Cofl A Ee 22 Neogen MAHAH(20X)0l 20| HHE & JASLICHL 2EHES Sdlist{H MNA(1X)S FH|st7|
Mof| == E= 21 FH|0|E{ 0| A Neogen M|H2H(20X)2| 25 30~35°CE =LICH
d. Neogen E2}H L{E HRP Z&Y
1IX EHE2IE HE HRP 2 S £H|5t2{H Neogen HE2tE L{E HRP 22 H(10X) 1828 1X 3|A 8 oM 20l &
S| MBiL|CE At ZIH0f| Z=H|SHYAIR. ZH Neogen ELISA A|ZTH0f|= 100uLo| 1X E2tE L{E HRP Zgteio] Zegt|ct,
A2 ZH|
&0 BE NZRE AP0 50~60°CE IR 1X F& HIHZ FE5|0{0f ghL|Ct.
= |
E

1.1 CHE =ES Qfof & 20 2 Hiet 0] THRe AIHE RELE Lol REO A|ZE ZHIRLICL

H2. AR ZH|

AE HEZA NEEE] 3|4(1/10)

N ME 0.5 £ 0.02¢g AMHO HIY & 1IXFE HH 45+ 0.09mL 27|
oK AE 0.5+ 0.01mL AHHOf B[R & 1X F& HIH 4.5 + 0.09mL 27|
k2| M (CIP) 5 E A2 0.5+ 0.0ImL | APHO| K% £ 1X £ B 4.5 + 0.09mL 7|

byl

-
4 A

p—
-
U> =2 4.5 mL 1X

Extraction buffer

ol |

=
. S
0.5mL 4.5 mL1X

Extraction buffer
[ ]

CIpP

0.5 mL 4.5 mL 1X
Extraction buffer

i =52 QIFHIO[EINA 5413t AIRS HELICE 2 wyoRs
%nrcr 124 £502 Bt 20| YLt

x S ARE EYEE[6H YXHE HA| 2e5t7ALE Al FE 20| M 52

1.2 50~60°COAM 25 = 182 SOt SE2|= =
AZ2E 50~60°Cel &% = &#HIOIEMI !

1.3 i =,5,000~7,000rpm(3,000 x g)0f|A{ 20~3
Eof XII-|A|9I|__| |:|.

1.4 7t2l(4) Z0lA 100uLE +=TsH 900uLe| &AM AH(1X)0ofl @ELICH & =L =8 2| HHLE E5LICHREH A= 2|
1/100 3| M &20f shetst).
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ELISA Ex}
2.1 M=z 8/E= EEY 1712 Neogen ELISA A|ZEE M5 sliE A ZTHE A|ZT SH0)| S&LICH ALESHA| 242 Neogen
ELISAAZES S It X|0f CHA| @10 M S8 = CHAl 2~8°COllM 22tetL|Ct.
=2

2.2 Neogen H2tH HE A BFE SHHS S0 5| A(1X)0fl 2| ME 4712 EE MEE ZH|ELIC

BE WS BE S 1X A Hofl FI71El BEC| X 1X 5|4 8do| 23
(ng/mL)
4 270 10uL2| Neogen E2HE HE 990uL
CHEE BE 5=
3 90 200uLe EE Hs 4 400pL
2 30 200uL| EE H3 3 400puL
1 10 200uLe BEE HS 2 400pL
0 0 0 400pL
2.3 OHOZ 100uLel 2t EZS Neogen ELISAA|ZHOZ FZIL|CL.
o EZO0(1X3ZA 2o)
e HZE1(10ng/mL)ppb
e HZE2(30ng/mL)ppb
e HZE3(90ng/mL)ppb
e HZF4(270ng/mL)ppb
2.4 1.40|M ZH|ot =ZEE A= 100uLE T2 Neogen ELISA A| 2O 2 FZIL|CL.
2.5 A2(20~25°C)0IA 30 + 22 EOf400rpm0§ MY AT =27[0| A Neogen ELISA A|2 T2 i HBEL|C, O] THA| F0of|
SLE= WS UX[SH| QI8 AZEHS HOFL £0|E RXSHIAIL.
2.6 HiY 20 Neogen ELISA A|2THe| LI =S SQlLICt
2.7 Zf Neogen ELISA A|2THS 1X A1I*4°"O§ S| M2 = SUYLICE MHO| S22 +HE|JUCHH E20|EE FIHO
H%%Z 7|2 7|0 AL 28 Wl SXI1E 51 AHS 25 M &2 MEAUS QoA & 4o
M S fIol o] HHAIE 32 “f55f*'*|2
2.8 IO =Z 100uLe 1X E2tE LHE HRP 2 S 2 Neogen ELISAAZECZ FZILICEH H20(M 10 £ 22 52t 400rpm
O=F Aot A =ev|o| M HiELICE O] Al FSoil= S0|EE HH oS OLT'- =0|E RAISHIAI2.

2.9 MHA(LX)2= & 4HO| MAS tZ5}7| 2I6H 2.6THA|= 2. TEHAIE B ELICL




=0 lj

2.10 I|HOZ 100puLe| Neogen LM 7| 8H(TMB)E 2 Neogen ELISA ARt 2 FZILIC
xS

2.11 A 20{|A 102 52t 400rpme 2 M A= =870 A HHAEILICE O] THA| Sofl= 20|EE €0 o{EA| st 0|2
SASHAI2.

2.12 H{Q¥F = 100uL2l Neogen HX|H 2 2 Neogen ELISA A|2TH0]| '@ 10 302 O|LHO| S (450nm)S StelstL|Ct.

Butter

Wasn

0030:00/42

100pL \
h

Chromogenic
Substrate Solution

Hil 2 M
= = |
3.1 2 ARS| W Ui US WUCHAIRS BR S48 BS - BX 2o BR 548 BE ),
3.2 4A7H9| it EX[AEA 2M HYEE WY = A= HFRE 2TEL0E A3l ng/mL(ppb) T2 =& xF0,
s BEE B8 DS U2 yRol NGl BE INE IHULIC 24 () B VIE A8 HeEs Ael 4
g 3 gLt




3.3 BZE MM ANE SEE AMSHYAI2. 21 £l = ng/mL(ppb) &I LICH 1 #LC f ANE 3M X|+E ol |2l A=2
SEE FYLICL OlE E0, AR & 3|AM =71 1/1000|1 HEE =M Q| | 71 200ng/mL(ppb)2tH, T A E 8=
200ng/mL x 100 = 20,000ng/mL(ppb)0IH, 0|2 20ug/mL(ppm)

A M5 54

a. &M ZAZE A (LOD)= 1.3ng/mL(ppb)iLICt.

AE o= XIHE SE £Z0M HA HHE A2t FE2E £+ A= AlE AR 2222 AN sEE ™o|EL|CE. 0]=48
Mol EE NZE SN Ze Wit get Wk ol Ml 7He| & MALE FII6t 485t s 2 AlMst 2™ L C.

b. A& A (LOQ)E 1ppmULICt
M otAl= XHE MU +F0M g2|Hoz HES + U= AP Az a2 2K +FQ = Fo|EL|CE.

yuE

J|E L EEE Ha %CV=100|2t N=12
JIE 2t ™HAUT M %CV=100|2t N=12

npiT]

1. 0|= AFolef=, 0| HEt #X, EIO|E 21, THE 58, H|IAF A& ALof| Lot 24 AEA 22| 7|&,

2. ISO/IEC17025. Al & AH AeA dzhofl Ciot Lt @7 At

3. Abbott, M., Hayward, S., Ross, W., Godefroy, S.B., Ulberth, F.,Van Hengel, A. J., Roberts, J., Akiyama, H., Popping,

B., Yeung, J.M., Wehling, P., Taylor, S., Poms, R.E. % Delahaut, P. (2010). £ 5 M: &X AE 2|27 ELISA &l
d35 BXh AHRLUE XIE 3 28 At J. AOAC Int. 93, 442-450.
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Petunjuk Produk

ELISA Kit Protein Kacang Brazil

Penetapan Kadar Imunosorben Taut-enzim (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)) untuk analisis kuantitatif
protein kacang Brazil.

Deskripsi Produk dan Maksud Penggunaan
ELISA Kit Protein Kacang Brazil Neogen® dimaksudkan untuk mendeteksi protein kacang Brazil pada air bilasan akhir
(clean-in-place water (CIP)), sampel swab lingkungan, bahan makanan, dan produk makanan olahan.

ELISA Kit Protein Kacang Brazil Neogen menggunakan sandwich ELISA. Protein kacang Brazil dalam sampel bereaksi
dengan antibodi anti-kacang Brazil, yang telah diserap ke permukaan sumur mikrotiter polistiren. Setelah protein tak
terikat diangkat dengan pencucian, ditambahkan konjugat antibodi anti-kacang Brazil dengan horseradish peroksidase
(horseradish peroxidase (HRP)). Antibodi berlabel enzim ini membentuk kompleks dengan protein kacang Brazil yang
terikat sebelumnya. Setelah tahap pencucian kedua, enzim terikat pada imunosorben dideteksi dengan penambahan
substrat kromogenik, 3,3’, 5,5-tetrametilbenzidin (TMB). Perkembangan warna reaksi enzimatik ini bervariasi secara
langsung dengan konsentrasi protein kacang Brazil dalam sampel yang diuji; dengan demikian, absorbansi, pada 450
nm, adalah ukuran konsentrasi protein kacang Brazil pada sampel uji. Jumlah protein kacang Brazil pada sampel uji
dapat diekstrapolasi dari kurva standar (dibangun dari standar konsentrasi yang diketahui) dan disesuaikan untuk
tindakan pengenceran sampel.

ELISA Kit Protein Kacang Brazil Neogen dimaksudkan untuk pemakaian di lingkungan laboratorium oleh para profesional
yang terlatih dalam teknik laboratorium. Neogen tidak mendokumentasikan penggunaan produk ini dalam industri

selain makanan atau minuman. Sebagai contoh, Neogen belum mendokumentasikan produk ini untuk pengujian

sampel farmasi, kosmetik, klinis, atau veterinari. ELISA Kit Protein Kacang Brazil Neogen belum dievaluasi pada seluruh
kemungkinan produk makanan, proses makanan, dan protokol pengujian.

ELISA Kit Protein Kacang Brazil Neogen berisi 96 sumur, yang dijelaskan pada Tabel 1.
Tabel 1. Komponen Kit

Alat Identifikasi Persiapan Penyimpanan | Stabilitas
(lihat detailnya pada
bagian Persiapan
Reagen)
Sumur ELISA Protein | Satu kantong foil dengan Siap pakai. 2-8 °C dalam | Kantong foil disegel
Kacang Brazil plat berisi 96 sumur berlapis kantong foil ulang berisi sumur
Neogen® antibodi yang dapat dilepas. yang disegel | dan desikan yang
berisi desikan. | belum dipakai.
Simpan pada suhu
2-8 °C untuk menjaga
stabilitas sampai
tanggal kedaluwarsa
kit.
Konjugat HRP Kacang | Satu vial berisi 1,5 ml Antibodi | Encerkan 1/10 segera | 2-8 °C dalam | Konjugat 10X stabil
Brazil Neogen® (10X) | Konjugat 10X Horseradish sebelum digunakan gelap. sampai tanggal
Peroxidase (HRP) (10X). untuk membuat kedaluwarsa kit.
I larutan kerja 1X.
Konsentrat Standar Satu vial berisi konsentrasi Mengacu pada 2-8 °C. Konsentrat Standar
Protein Kacang Brazil | protein kacang Brazil yang persiapan standar Jangan Protein Kacang Brazil
Neogen® diketahui. di Bagian Prosedur dibekukan. Neogen stabil sampai
_ ELISA. tanggal kedaluwarsa
kit.
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Neogen®

0,3 M.

Pengencer (5X) Satu botol berisi 50 ml Encerkan 1/5 segera |2-8°C Larutan Pengencer
Neogen® Pengencer 5X. sebelum digunakan Neogen 5X stabil
untuk membuat sampai tanggal
_ larutan kerja 1X. kedaluwarsa kit.
Larutan Pembersih Satu botol berisi 50 ml larutan | Encerkan 1/20 untuk |2-8 °C untuk | Larutan Pembersih
Neogen® (20X) pembersih 20X. membuat larutan larutan kerja | Neogen 20X stabil
kerja 1X. 1X dan sampai tanggal
konsentrat kedaluwarsa kit.
Larutan Larutan Pembersih
Pembersih 1X stabil minimal
_ 20X. satu minggu setelah
persiapan.
Ekstraksi Buffer E26 Satu botol berisi 120 ml Encerkan 1/4 untuk 2-8 °C untuk [ Ekstraksi Buffer 1X
Neogen® (4X) ekstraksi buffer 4X. membuat larutan larutan kerja | dan Ekstraksi Buffer
kerja 1X. Larutan kerja | 1X dan Neogen 4X stabil
harus dipanaskan konsentrat sampai tanggal
sampai 50-60 °C Ekstraksi kedaluwarsa kit.
sebelum digunakan. Buffer
Neogen 4X.
Larutan Substrat Satu botol berisi 12 ml 3,3, Siap pakai. 2-8 °C dalam | Jauhkan dari cahaya.
Kromogenik Neogen® | 5,5-tetrametilbenzidin gelap. Larutan Substrat
(TMB). Kromogenik Neogen
_ stabil sampai tanggal
kedaluwarsa kit.
Larutan Penghenti Satu botol 12 ml asam sulfat | Siap pakai. 2-8°C Larutan Penghenti

Neogen stabil sampai
tanggal kedaluwarsa
kit.

Bahan yang tidak disertakan dalam kit:

Vorteks

Keselamatan

Shaking water bath atau shaking incubator
Orbital shaker

Tip pipet dan pipet presisi untuk mengumpulkan 10-100 pl
Tabung reaksi

Pencuci/aspirator pelat mikrotiter
Air sulingan atau deionisasi
Pembaca pelat mikrotiter

Aneka ragam perangkat lab untuk pembuatan reagen dan larutan penyangga
Penghitung waktu

Pengguna harus membaca, memahami, dan mengikuti informasi keselamatan dalam petunjuk ELISA Kit Protein Kacang
Brazil Neogen. Simpanlah petunjuk keselamatan untuk referensi mendatang.

A\ PERINGATAN: Menandakan situasi berbahaya, yang, apabila tidak dihindari, dapat menyebabkan kematian atau
cedera serius dan/atau kerusakan harta benda.

PERHATIAN: Menandakan situasi yang berpotensi berbahaya yang, apabila tidak dihindari, dapat menyebabkan
kerusakan harta benda.

A PERINGATAN

Untuk mengurangi risiko dalam kaitannya dengan paparan terhadap bahan kimia:

e  Buang sesuai standar dan peraturan setempat/regional/nasional/industri yang berlaku.

° Pengguna harus melatih personelnya dalam teknik pengujian yang tepat saat ini; misalnya, Good Laboratory
Practices' atau ISO/IEC 170252
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° Patuhi praktik-praktik keselamatan laboratorium standar, termasuk memakai pakaian pelindung dan pelindung
mata yang sesuai saat menangani reagen.

e  Hindarkan kulit bersentuhan dengan Larutan Penghenti Neogen. Lihat informasi keselamatan tambahan pada
Lembar Data Keselamatan.

Untuk memperkecil risiko yang berkaitan dengan hasil negatif salah yang dapat menyebabkan pelepasan produk

yang terkontaminasi:

e  Simpan ELISA Kit Protein Kacang Brazil Neogen seperti yang ditunjukkan pada kemasan dan dalam petunjuk
produk.

e  Gunakan ELISA Kit Protein Kacang Brazil Neogen untuk sampel makanan dan lingkungan yang telah divalidasi
secara internal atau oleh pihak ketiga.
Patuhi protokol dan lakukan pengujian dengan tepat seperti yang tercantum dalam petunjuk produk.
Neogen belum mendokumentasikan penggunaan ELISA Kit Protein Kacang Brazil Neogen di industri selain
makanan atau minuman. Sebagai contoh, Neogen belum mendokumentasikan produk ini untuk pengujian sampel
farmasi, kosmetik, klinis, atau veterinari.

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan hasil tak akurat yang dapat menyebabkan pelepasan produk yang

terkontaminasi:

e  Gunakan ELISA Kit Protein Kacang Brazil Neogen sebelum tanggal kedaluwarsanya.

e  Selalu siapkan larutan kerja menggunakan reagen terkonsentrasi ELISA Kit Protein Kacang Brazil Neogen pada
suhu 20-25 °C.
Jangan bekukan Konsentrat Standar Protein Kacang Brazil Neogen.
Jika Larutan Substrat Kromogenik berubah menjadi biru, jangan gunakan. lkuti Good Laboratory Practices' untuk
menghindari kontaminasi silang Larutan Substrat Kromogenik Neogen.
Neogen® Allergen Protein Testing Kit tidak dimaksudkan untuk mendeteksi protein terhidrolisis.
Kit Pengujian Neogen Protein Alergen dirancang untuk mendeteksi protein dari makanan olahan setelah dilarutkan
ke dalam Neogen Penyangga Ekstraksi. Beberapa metode pemrosesan makanan mungkin membatasi deteksi
protein target ini.

° Beberapa pemrosesan makanan dapat mempengaruhi deteksi protein makanan dengan kit uji Neogen Protein
Alergen. Pengguna harus memverifikasi bahwa metode tersebut sesuai dengan tujuan untuk memenuhi persyaratan
pengguna.

PERHATIAN

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan hasil yang tidak akurat:

e  Stabilitas sampel setelah ekstraksi belum dievaluasi. Prosedur ELISA harus dijalankan tepat setelah ekstraksi
sampel.

e  Tangani Standar Protein Kacang Brazil Neogen mengikuti Good Laboratory Practices' untuk mencegah kontaminasi
silang sampel.

Periksa Lembar Data Keselamatan untuk informasi tambahan.

Untuk informasi mengenai dokumentasi kinerja produk, kunjungi situs web kami di www.neogen.com, atau hubungi
perwakilan atau distributor Neogen setempat.

Tanggung Jawab Pengguna
Pengguna bertanggung jawab untuk memahami informasi dan petunjuk produk. Kunjungi situs web kami di
www.neogen.com, atau hubungi perwakilan atau distributor Neogen setempat untuk informasi selengkapnya.

Seperti halnya semua metode pengujian yang digunakan untuk analisis makanan, matriks pengujian dapat
memengaruhi hasil. Saat memilih metode pengujian, penting untuk diketahui bahwa faktor eksternal seperti metode
pengambilan sampel, protokol pengujian, preparasi sampel, penanganan, dan teknik laboratorium dapat memengaruhi
hasilnya. Sampel makanan itu sendiri mungkin memengaruhi hasil.

Pengguna bertanggung jawab memilih metode pengujian atau produk untuk mengevaluasi jumlah sampel yang memadai
agar memuaskan pengguna bahwa metode pengujian yang dipilih tersebut memenubhi kriteria pengguna.

Pengguna juga bertanggung jawab untuk menentukan bahwa semua metode dan hasil pengujian memenuhi persyaratan
pelanggan dan pemasok.

Untuk semua metode pengujian, hasil yang diperoleh dari penggunaan produk Neogen Food Safety apa pun bukan
merupakan jaminan kualitas terhadap matriks atau proses yang diuji.
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Pembatasan Jaminan/Penggantian Terbatas

KECUALI SEBAGAIMANA DITENTUKAN DI BAGIAN GARANSI TERBATAS UNTUK SETIAP KEMASAN PRODUK,
NEOGEN TIDAK BERTANGGUNG JAWAB TERHADAP SEMUA GARANSI SECARA TERTULIS MAUPUN SECARA
TERSIRAT, TERMASUK NAMUN TIDAK TERBATAS PADA, JAMINAN KELAYAKAN JUAL ATAU KESESUAIAN UNTUK
PENGGUNAAN TERTENTU. Apabila ada Produk Neogen Food Safety yang cacat, Neogen atau distributor resminya,
sesuai kebijakannya, akan mengganti atau membayar kembali harga pembelian produk. Penggantian ini ditawarkan
kepada Anda secara eksklusif. Silakan hubungi perwakilan Neogen Anda atau distributor resmi Neogen untuk
pertanyaan lebih lanjut.

Pembatasan Tanggung Jawab Neogen

NEOGEN TIDAK BERTANGGUNG JAWAB ATAS SEGALA BENTUK KEHILANGAN ATAU KERUSAKAN, BAIK
KERUSAKAN SECARA LANGSUNG, TIDAK LANGSUNG, KHUSUS, INSIDENTAL MAUPUN KONSEKUENSIAL,
TERMASUK NAMUN TIDAK TERBATAS PADA HILANGNYA KEUNTUNGAN. Bagaimanapun juga, sesuai teori hukum
mana pun, Neogen tidak bertanggung jawab melebihi dari harga pembelian produk yang dinyatakan sebagai cacat.

Penyimpanan dan Pembuangan
Simpan isi ELISA Kit Protein Kacang Brazil Neogen pada suhu 2-8 °C. Jangan dibekukan. Simpan larutan kerja yang
diencerkan seperti yang dijelaskan pada Tabel 1.

Komponen ELISA Kit Protein Kacang Brazil Neogen tidak boleh digunakan setelah tanggal kedaluwarsa. Tanggal
kedaluwarsa dan nomor lot tercantum pada label di bagian luar kotak.

Buang sesuai standar dan peraturan setempat/regional/nasional/industri yang berlaku.

Petunjuk Penggunaan
Patuhi semua petunjuk dengan saksama. Kegagalan dalam mematuhinya dapat menyebabkan hasil tidak akurat.

Persiapan Reagen
Taruh semua reagen pada suhu lingkungan (20-25 °C) sebelum digunakan. Gunakan perangkat lab bersih untuk
mengencerkan dan menyimpan larutan kerja.

a. Ekstraksi Buffer Neogen

Untuk menyiapkan Ekstraksi Buffer 1X, tambahkan satu bagian Ekstraksi Buffer Neogen (4X) dan encerkan dalam
tiga bagian air deionisasi atau suling. Hangatkan sebelumnya Ekstraksi Buffer (1X) sampai suhu 50-60 °C dalam
water bath atau shaking incubator sebelum digunakan. Setiap sampel memerlukan 4,5 ml Ekstraksi Buffer 1X.

b. Larutan Pengencer Neogen

Untuk menyiapkan larutan Pengencer 1X, tambahkan satu bagian Pengencer Neogen (5X) pada empat bagian air
deionisasi atau suling. Setiap sampel memerlukan total 4,5 ml larutan Pengencer 1X.

c. Larutan Pembersih Neogen

Untuk menyiapkan Larutan Pembersih 1X, tambahkan satu bagian Larutan Pembersih Neogen (20X) pada 19 bagian
air deionisasi atau suling. Setiap Sumur ELISA Neogen memerlukan sekitar 2,5 ml Larutan Pembersih 1X.

Catatan: Pembentukan kristal pada Larutan Pembersih Neogen (20X) dapat terjadi jika disimpan pada suhu 2-8
°C. Untuk melarutkan kristal, hangatkan Larutan Pembersih Neogen (20X) sampai suhu 30-35 °C dalam water bath
atau inkubator sebelum menyiapkan Larutan Pembersih (1X).

d. Konjugat HRP Kacang Brazil Neogen

Untuk mempersiapkan Konjugat HRP Kacang Brazil 1X, tambahkan satu bagian Konjugat HRP Kacang Brazil
Neogen (10X) dan encerkan dalam 9 bagian larutan Pengencer 1X. Persiapkan segera sebelum digunakan. Setiap
Sumur ELISA Neogen memerlukan 100 ul Konjugat HRP Kacang Brazil 1X.

Penyiapan Sampel
Catatan: Seluruh sampel harus diekstraksi dengan Ekstraksi Buffer 1X yang telah dihangatkan sampai suhu 50-60 °C.

1.1 Siapkan sampel untuk ekstraksi protein dalam tabung reaksi bersih atau tabung sekali pakai, seperti yang dijelaskan
pada Tabel 2.
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Tabel 2. Penyiapan sampel

Matriks sampel Ukuran sampel | Pengenceran (1/10)
Makanan padat 0,5+ 0,02 gr Tambahkan 4,5 = 0,09 ml Ekstraksi Buffer 1X yang telah
dihangatkan
Makanan cair 0,5+ 0,01 ml Tambahkan 4,5 = 0,09 ml Ekstraksi Buffer 1X yang telah
dihangatkan
Air Bilasan Akhir (Clean-in-Place (CIP)) 0,5+ 0,01 ml Tambahkan 4,5 + 0,09 ml Ekstraksi Buffer 1X yang telah
dihangatkan
Padat
=R .
05, -—
oo 4.5 mL1X
Extraction buffer
Cairan
— + (\/\
// -
0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer
@ﬂ k2t
= — + Bl
CIP \/ L
- v -
0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2 Inkubasi sampel yang diencerkan dalam shaking water bath atau shaking incubator pada suhu 50-60 °C selama
25 = 1 menit. Atau, biarkan sampel di water bath atau inkubator pada suhu 50-60 °C dan guncangkan secara
manual selama 1 menit setiap 5 menit.

1.3 Setelah inkubasi, sentrifugalkan sampel pada kecepatan 5000-7000 rpm (3000 x g) selama 20 sampai 30 detik
untuk partikel pelet, atau biarkan mengendap selama 5 menit dalam rak tabung reaksi.

1.4 Kumpulkan 100 pl dari lapisan tengah (berair) dan tambahkan pada 900 pl Larutan Pengencer (1X). Vorteks atau
goyangkan untuk mencampur dengan rata. (Sesuai dengan pengenceran sampel asli 1/100.)

50-60 °C

00:25:00 -
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Prosedur ELISA

2.1

Pindahkan satu Sumur ELISA Neogen per sampel dan/atau standar dan tempatkan sumur di penahan sumur.
Kembalikan Sumur ELISA Neogen yang tidak terpakai ke kantong foil, segel ulang, dan kembalikan ke penyimpanan
pada suhu 2-8 °C.

2.2 Menggunakan Konsentrat Standar Protein Kacang Brazil Neogen, siapkan set dengan empat standar yang
diencerkan dalam Larutan Pengencer (1X).
Nomor Standar Konsentrasi Standar Volume standar ditambahkan Volume larutan Pengencer
(ng/ml) pada Pengencer 1X 1X
4 270 10 pl Konsentrat Standar 990 pl
Protein Kacang Brazil Neogen
3 90 200 pl dari standar nomor 4 400 pl
2 30 200 pl dari standar nomor 3 400 pl
1 10 200 pl dari standar nomor 2 400 pl
0 0 0 400 pl
2.3 Pindahkan dengan pipet 100 pl setiap standar ke dalam Sumur ELISA Neogen.

24
2.5

2.6
2.7

2.8

2.9

Standar O (Larutan Pengencer 1X)
Standar 1 (10 ng/ml) ppb
Standar 2 (30 ng/ml) ppb
Standar 3 (90 ng/ml) ppb
Standar 4 (270 ng/ml) ppb

Pindahkan dengan pipet 100 ul sampel yang telah diekstraksi yang disiapkan dalam 1.4 ke dalam Sumur ELISA Neogen.

Inkubasi Sumur ELISA Neogen pada orbital shaker dengan kecepatan 400 rpm pada suhu kamar (20-25 °C)
selama 30 * 2 menit. Jaga agar semua sumur tetap tertutup dan sejajar selama langkah ini untuk mencegah
penguapan.

Setelah inkubasi, sedot isi Sumur ELISA Neogen.

Isi sepenuhnya masing-masing Sumur ELISA Neogen dengan Larutan Pembersih 1X dan sedot. Jika pencucian
dilakukan manual, balikkan pelat dan tuang/guncangkan isinya ke dalam wadah limbah dan pukul-pukul sumur
dengan kuat pada kertas absorben untuk menghilangkan residu larutan pembersih. Ulangi langkah ini tiga kali
dengan total empat kali mencuci.

Pindahkan dengan pipet 100 pl Konjugat HRP Kacang Brazil 1X ke masing-masing Sumur ELISA Neogen. Inkubasi
pada orbital shaker dengan kecepatan 400 rpm pada suhu kamar selama 10 + 2 menit. Jaga agar pelat tetap
tertutup dalam gelap dan sejajar selama langkah ini.

Ulangi langkah 2.6 dan 2.7 untuk menyelesaikan total empat pencucian dengan Larutan Pembersih (1X).

2.10 Pindahkan dengan pipet 100 pl Larutan Substrat Kromogenik Neogen (Chromogenic Substrate Solution (TMB)) ke

masing-masing Sumur ELISA Neogen.

2.11 Inkubasi pada orbital shaker dengan kecepatan 400 rpm pada suhu kamar selama 10 menit. Jaga agar pelat tetap

tertutup dalam gelap dan sejajar selama langkah ini.

2.12 Setelah inkubasi, tambahkan 100 pl Larutan Penghenti Neogen pada masing-masing Sumur ELISA Neogen dan

tentukan absorbansinya (pada 450 nm) dalam waktu 30 menit.

6




(Bahasa Indonesia) ﬁ ﬁ

00:30:00/suhu ruang

00:10:00/suhu ruang

oo\
% M
X
_—
<
Chromogenic
Substrate Solution -

00:18:00/suhu ruang

Hasil Analisis
3.1 Kurangi nilai latar rata-rata untuk setiap sampel (Pembacaan rata-rata absorbansi sampel dikurangi pembacaan
rata-rata absorbansi nol standar.)

3.2 Menggunakan perangkat lunak komputer yang mampu menghasilkan logistic curve fit empat parameter, ciptakan
kurva standar dengan memplot konsentrasi dalam ng/ml (ppb) pada sumbu x dan pembacaan absorbansi untuk
masing-masing standar yang sesuai pada sumbu y. Polinomial orde kedua (kuadrat) atau kurva lainnya juga bisa
digunakan; namun, data yang dihasilkan kurang tepat.




(Bahasa Indonesia) ‘ﬁ ﬁ

3.3 Hitung konsentrasi sampel kurva standar; unit yang dihasilkan dalam ng/ml (ppb). Kemudian, kalikan dengan faktor

pengenceran sampel untuk mendapatkan konsentrasi sampel asli. Misalnya, jika pengenceran total sampel adalah
1/100, dan konsentrasi sampel kurva standar adalah 200 ng/ml (ppb), konsentrasi sampel akhir adalah 200 ng/ml x
100 = 20.000 ng/ml (ppb) yaitu 20 pg/ml (ppm).

Karakteristik Kinerja Minimal

a. Batas Deteksi (Limit of Detection (LOD)) analitik adalah 1,3 ng/ml (ppb)
Batas deteksi didefinisikan sebagai konsentrasi alergen terendah dalam sampel uji yang bisa dibedakan dari sampel
kosong nyata pada tingkat probabilitas tertentu?. Hal ini ditentukan dengan menambahkan tiga standar deviasi pada
nilai mean densitas optik dari empat puluh delapan replikasi standar nol dan menghitung konsentrasi yang sesuai.
b. Batas Kuantifikasi (Limit of Quantification (LOQ)) adalah 1 ppm
Batas kuantifikasi didefinisikan sebagai tingkat terendah alergen dalam sampel uji yang bisa dihitung secara wajar
pada tingkat presisi tertentu®.
Presisi
Presisi Intra-assay Rata-rata XCV = <10 N=12
Presisi Inter-assay Rata-rata ¥CV =<10 N=12
Referensi
1. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices for

Nonclinical Laboratory Studies.
ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.

Abbott, M., Hayward, S., Ross, W., Godefroy, S.B., Ulberth, F., Van Hengel, A. J., Roberts, J., Akiyama, H., Popping,
B., Yeung, J.M., Wehling, P., Taylor, S., Poms, R.E., and Delahaut, P. (2010). Appendix M: Validation Procedures for
Quantitative Food Allergen ELISA Methods: Community Guidance and Best Practices. J. AOAC Int. 93, 442-450.

Penjelasan Simbol
info.neogen.com/symbols
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