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Product Instructions

Macadamia Protein ELISA Kit

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

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

The Neogen Macadamia Protein ELISA Kit utilizes a sandwich ELISA. The macadamia proteins present in the sample
react with the anti-macadamia antibody, which have been adsorbed to the surface of polystyrene microtiter wells. After
the removal of unbound proteins by washing, anti-macadamia antibodies conjugated with horseradish peroxidase (HRP)
are added. These enzyme-labeled antibodies form complexes with the previously bound macadamia 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 macadamia protein in the sample tested; thus, the absorbance, at 450 nm, is a measure of the
concentration of macadamia protein in the test sample. The quantity of macadamia 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 Macadamia 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 Macadamia Protein ELISA Kit has not been evaluated with all possible food products, food processes and

testing protocols.

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

Table 1. Kit components

Diluent.

immediately prior
to use to make a 1X
working solution.

Item Identification Preparation Storage Stability
(see Reagent
Preparation section
for details)
Neogen® Macadamia | 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® Macadamia [ 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® Macadamia | One vial with a known Refer to the ELISA 2-8°C. Do not | Neogen Macadamia
Protein Standard concentration of macadamia | 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 Solution

is stable until the
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 Macadamia
Protein ELISA Kit. Retain the safety instructions for future reference.

/A 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:

° 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

e  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 Macadamia Protein ELISA Kit as indicated on the package and in the product instructions.

° Use the Neogen Macadamia 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 Macadamia 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 Macadamia Protein ELISA Kit by the expiration date.

e  Always prepare working solutions using the Neogen Macadamia Protein ELISA Kit concentrated reagents at 20-
25°C temperature.
Do not freeze the Neogen Macadamia 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 Macadamia 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 Macadamia Protein ELISA Kit contents at 2-8°C. Do not freeze. Store diluted working solutions as
described in Table 1.

Neogen Macadamia 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 Macadamia HRP Conjugate

To prepare 1X Macadamia HRP Conjugate, add one part of Neogen Macadamia 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
Macadamia 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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2 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 7 00:00:30

_ 5




(EN) (English) ‘ﬁ‘ H

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 Macadamia Protein Standard Concentrate, prepare a set of five standards diluted in Diluent
Solution (1X).
Standard Number Standard Concentration Volume of standard added to Volume of 1X Diluent
(ng/mL) 1X Diluent solution
5 270 10 pL of Neogen Macadamia 990 uL
Protein Standard Concentrate
4 20 200 pL of standard number 5 400 pL
3 30 200 pL of standard number 4 400 pL
2 10 200 pL of standard number 3 400 uL
1 3.33 200 pL of standard number 2 400 pL
0 0 0 400 pL
2.3 Pipette 100 pL of each standard into Neogen ELISA Wells.

2.4
2.5

2.6

2.7

2.8

2.9
210
2.1

212

Standard O (1X Diluent Solution)
Standard 1 (3.33 ng/mL) ppb
Standard 2 (10 ng/mL) ppb
Standard 3 (30 ng/mL) ppb
Standard 4 (90 ng/mL) ppb
Standard 5 (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 Macadamia 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).
Pipette 100 puL of Neogen Chromogenic Substrate Solution (TMB) into each Neogen ELISA Well.

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.

After incubation, add 100 uL of Neogen Stop Solution to each Neogen ELISA Well and determine the absorbance
(at 450 nm) within 30 minutes.

: N \

N
4

100ul T k24 O
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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 1.1 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 thirty-six standard zero replicates and calculating the corresponding
concentration.
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b. The Limit of Quantification (LOQ) is 0.3 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.

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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Instructions relatives au produit
Kit ELISA Protéine Noix de Macadamia

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

Description et utilisation du produit

Le Kit ELISA Neogen® Protéine Noix de Macadamia est congu pour détecter des protéines de noix de macadamia dans
I’eau de rincage 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 de Macadamia utilise un test ELISA en sandwich. Les protéines de noix de macadamia
présentes dans I’échantillon réagissent avec les anticorps anti-noix de macadamia 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 de macadamia couplés a la peroxydase de raifort (HRP). Ces anticorps marqués par ’enzyme forment des complexes
avec la protéine de noix de macadamia qui s’est fixée dans I’étape précédente. Suite a une seconde étape de lavage,
I’enzyme liée a 'immuno-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 de macadamia dans I’échantillon testé ; par conséquent, I'absorbance a 450 nm représente une mesure de
la concentration de protéine de noix de macadamia dans I’échantillon testé. La quantité de protéine de noix de macadamia
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 de Macadamia est congu pour étre utilisé en laboratoire, par des professionnels formés
aux techniques de laboratoire. Neogen n’a pas étudié '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 de Macadamia n’a
pas été évalué avec tous les produits, processus alimentaires et protocoles de tests possibles.

Le Kit ELISA Neogen Protéine Noix de Macadamia 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 de contenant une plaque de le sachet hermétiquement le
Macadamia 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 de d’anticorps couplés a la avant utilisation pour | 'obscurité. stable jusqu’a la date
Macadamia (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 de
Noix de Macadamia

Une ampoule de solution de
protéine noix de macadamia
de concentration connue.

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

2a8°C.Ne
pas congeler.

’Etalon concentré
Neogen Protéine de
Noix de Macadamia
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 a4 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 de Macadamia. 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 de Macadamia conformément aux indications fournies sur
I’emballage et dans les instructions relatives au produit.

° Utiliser le Kit ELISA Neogen Protéine Noix de Macadamia 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 de Macadamia dans des secteurs autres
ceux de '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 :
e  Toujours utiliser le Kit ELISA Neogen Protéine Noix de Macadamia avant sa date de péremption.
° Toujours préparer les solutions de travail en utilisant les réactifs concentrés du Kit ELISA Neogen Protéine Noix de
Macadamia portés a une température de 20 a 25 °C.
Ne pas congeler I’Etalon concentré Neogen Protéine de Noix de Macadamia.
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 de Macadamia 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.
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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 de Macadamia 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 de Macadamia 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 de Macadamia 1X, verser un volume de Conjugué HRP Neogen Noix de
Macadamia (10X) et le diluer dans 9 volumes de solution de Diluant 1X. Préparer juste avant utilisation. Chaque
Puits ELISA Neogen nécessite 100 puL de Conjugué HRP Noix de Macadamia 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 a2 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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5
8

0-60 °C
0.25:00 =

3000 g / 00:0030

100yl 1

W

900yl ==

_— .
1X Diluent

Procédure du test ELISA
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

2.1

2.2

a2a8°C.

En utilisant I’Etalon concentré Neogen Protéine de Noix de Macadamia, préparer une série de cinq solutions

étalons, diluées dans la Solution de diluant (1X).

Numéro de Concentration de I’étalon Volume d’étalon ajouté au Volume de solution de
I’étalon (ng/mL) Diluant 1X Diluant 1X
5 270 10 pL d’Etalon concentré 990 pL
Neogen Protéine de Noix de
Macadamia
4 20 200 pL d’étalon n°5 400 pL
3 30 200 pL d’étalon n°4 400 pL
2 10 200 pL d’étalon n°3 400 pL
1 3,33 200 pL d’étalon n°2 400 uL
0 0 0 400 pL

2.3

2.4
2.5

2.6

Pipetter 100 pL de chaque solution étalon dans

Etalon O (Solution de diluant 1X)
Etalon 1 (3,33 ng/mL) ppb
Etalon 2 (10 ng/mL) ppb

Etalon 3 (30 ng/mL) ppb

Etalon 4 (90 ng/mL) ppb

Etalon 5 (270 ng/mL) ppb

des Puits ELISA Neogen.

Pipetter 100 uL de I’échantillon extrait préparé a I’étape 1.4 dans un Puits ELISA Neogen .

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.

Aprés incubation, aspirer le contenu des Puits ELISA Neogen.
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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.

2.8 Pipetter 100 pL de Conjugué HRP Noix de Macadamia 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
plague 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
(4 450 nm) dans un délai de 30 minutes.

100ul

|

00:30:00/température ambiante

00:10:00/température ambiante
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Chromogenic
Substrate Solution

00:10:00/température ambiante

Analyse des résultats
3.1 Soustraire la valeur de fond moyenne pour chaque échantillon (la mesure d’absorbance moyenne de I’échantillon
moins la mesure d’absorbance moyenne de I’étalon zéro).

3.2 Alaide d’un logiciel informatique capable de générer un modéle d’ajustement logistique a 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 polynédme du second degré (quadratique) ou d’autres modéles
d’ajustement de courbes peuvent étre utilisés ; cependant, ils donneront un ajustement des données moins précis.

3.3 Calculer les concentrations des échantillons a '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 1,1 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, a un niveau de probabilité spécifié®. Elle est déterminée
en ajoutant trois déviations standards a la valeur moyenne de densité optique de 36 répliques zéro standards et en
calculant la concentration correspondante.

b. La limite de quantification (LOQ) est de 0,3 ppm

La limite de quantification est définie comme la plus faible concentration d’allergéne présente dans un échantillon
testé qui peut étre raisonnablement quantifiée, & 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
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Gebrauchsanweisungen

Macadamianuss Protein ELISA Kit

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

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

Das Neogen Macadamianuss Protein ELISA Kit verwendet die Technik Sandwich-ELISA. Die in der Probe vorhandenen
Macadamianuss Proteine reagieren mit dem Macadamianuss-Antikorper, der adsorptiv an die Oberflache von
Polystyrol-Mikrotiterplatten gebunden wurde. Nach dem Entfernen ungebundener Proteine durch Auswaschen werden
die Macadamianuss-Antikérper, die mit Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert sind, zugegeben. Diese enzymmarkierten
Antikorper bilden Komplexe mit dem zuvor gebundenen Macadamianuss 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 Macadamianuss
Proteinkonzentration in der getesteten Probe ab; somit ist die Extinktion bei 450 nm ein MaR fiir die Macadamianuss
Proteinkonzentration in der Testprobe. Die Macadamianuss 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 Macadamianuss Protein ELISA Kit ist fir den Gebrauch in einer Laborumgebung durch in der Labortechnik
ausgebildete Fachleute bestimmt. Neogen verfiigt Giber keine Daten zur Anwendung dieses Produkts in anderen Industrien
als der Lebensmittel- und Getrankeindustrie. Zum Beispiel verfligt Neogen liber keine Daten zur Verwendung dieses
Produkts mit Pharmazeutika-, Kosmetika- oder klinischen und tiermedizinischen Proben. Das Neogen Macadamianuss
Protein ELISA Kit wurde nicht mit allen méglichen Lebensmittelprodukten, Lebensmittelprozessen und Testprotokollen
geprift.

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

Artikel Kennzeichnung Vorbereitung Lagerung Stabilitat
(Weitere Informa-
tionen finden Sie im
Abschnitt ,Reagenz-
vorbereitung®.)
Neogen® Ein Folienbeutel Gebrauchsfertig. 2-8°Cim Folienbeutel mit
Macadamianuss mit einer Platte mit verschlossenen unbenutzten
Protein ELISA- 96 entnehmbaren, Folienbeutel mit Mikrotiterplatten
Mikrotiterplatten antikérperbeschichteten Trockenmittel. und Trockenmittel
Mikrotiterplatten. wieder verschlieBen.
Lagerung bei
2-8°C, um die
Haltbarkeit bis zum
Verfalldatum des
Sets zu erhalten.
Neogen® Eine Durchstechflasche | Verdinnen Sie 1/10 2-8 °C im Dunkeln. | Das 10x Konjugat ist
Macadamianuss HRP- | mit 1,5 ml 10x unmittelbar vor dem bis zum Verfalldatum
Konjugat (10x) Meerrettichperoxidase | Gebrauch, um eine des Sets stabil.
(HRP) Konjugierter 1x Arbeitslésung
I Antikérper (10x). herzustellen.
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Gebrauch, um eine
1x Arbeitslosung
herzustellen.

Neogen® Eine Ampulle Siehe Abschnitt 2-8 °C. Nicht Das Neogen
Macadamianuss mit bekannter »ELISA-Verfahren® einfrieren. Macadamianuss
Protein Macadamianuss fir Informationen zur Protein
Standardkonzentrat Proteinkonzentration. Standardvorbereitung. Standardkonzentrat
ist bis zum
_ Verfalldatum des
Sets stabil.
Neogen® Verdiinner Eine Flasche mit 50 ml | Verdiinnen Sie 1/5 2-8°C Die 5x Neogen
(5x) 5x Verdinner. unmittelbar vor dem Verdiinnungslésung

ist bis zum
Verfalldatum des
Sets stabil.

Neogen®
Waschlésung (20x)

Eine Flasche mit 50 ml
20x Waschlosung.

Verdiinnen Sie
1/20, um eine
1x Arbeitslésung
herzustellen.

2-8 °C fur die 1x
Arbeitslésung und
das 20x Waschlo-
sungskonzentrat.

Die 20x Neogen
Waschlésung ist bis
zum Verfalldatum
des Sets stabil. Die
1x Waschldsung ist
nach der Herstellung
mindestens eine
Woche lang stabil.

Neogen®
Extraktionslosung E26
(4x)

Eine Flasche mit 120 ml
4x Extraktionsldsung.

Verdiinnen Sie 1/4, um
eine 1x Arbeitslosung
herzustellen. Die
Arbeitslésung sollte vor
Gebrauch auf 50—

60 °C erwarmt werden.

2-8 °C fur die 1x
Arbeitslésung und
das 4x Neogen
Extraktionslésungs-
konzentrat.

Die 1x
Extraktionsldsung
und die 4x Neogen
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 °C im Dunkeln.

Vor Licht schitzen.
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
Stopplésung ist bis
zum Verfalldatum
des Sets stabil.

Material nicht im Lieferumfang des Sets enthalten:

Testréhrchen

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 Macadamianuss 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
flhren 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 Macadamianuss Protein ELISA Kit wie auf der Packung und in den Gebrauchsanweisungen
angegeben.

e  Verwenden Sie das Neogen Macadamianuss 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 verfligt Uber keine Daten zur Anwendung des Neogen Macadamianuss Protein ELISA Kits in anderen
Industrien als der Lebensmittel- und Getréankeindustrie. Zum Beispiel verfiigt Neogen lber 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 Macadamianuss Protein ELISA Kit immer vor Ablauf des Verfalldatums.

° Bereiten Sie Arbeitslésungen mit den konzentrierten Reagenzien des Neogen Macadamianuss Protein ELISA Kits
immer bei 20-25 °C zu.
Frieren Sie das Neogen Macadamianuss 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 fir 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.

e  Einige Lebensmittelverarbeitungsprozesse kdnnen den Nachweis von Lebensmittelproteinen mit den Neogen
Allergen-Protein-Testkits beeintrachtigen. Die Anwender sollten tiberpriifen, 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 Macadamianuss Protein Standardreihen geméaR den guten Laborpraktiken', um eine
Kreuzkontamination der Proben zu vermeiden.

Weitere Informationen sind dem Sicherheitsdatenblatt zu entnehmen.

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

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

Bei der Auswabhl einer Testmethode ist zu beachten, dass externe Faktoren wie Probennahme, Testprotokolle,
Probenaufbereitung, Handhabung und Labortechnik die Ergebnisse beeinflussen kénnen. 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 bestétigen, dass die ausgewahlte Testmethode die Kriterien des Anwenders erfiillt.

Ebenso liegt es in der Verantwortung des Anwenders, zu bestatigen, 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.

Haftungsbeschrankungen/Beschrinkte 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 zurilickerstattet. Gewahrleistungsanspriiche bestehen nicht. Bei weiteren Fragen
wenden Sie sich bitte an Ihren 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 Macadamianuss Protein ELISA Kits bei 2—-8 °C auf. Nicht einfrieren.
Bewahren Sie verdiinnte Arbeitslésungen wie in Tabelle 1 beschrieben auf.

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

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

Bedienungsanleitung
Befolgen Sie alle Anweisungen genau. Andernfalls werden mdglicherweise 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 Extraktionsldsung herzustellen, fiigen Sie einen Teil Neogen Extraktionsldsung (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 Extraktionsldsung benétigt.

b. Neogen Verdiinnungslésung

Um 1x Verdiinnungslésung herzustellen, fligen 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 Macadamianuss HRP-Konjugat

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

] | 05 )
U> v 4.5 mL 1X

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 ware 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

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 Macadamianuss Protein Standardkonzentrats eine flinfteilige Standardreihe

her, die in Verdiinnungslésung (1x) verdiinnt ist.

Standardreihennummer | Standardkonzentration Volumen des zum 1x Volumen der 1x
(ng/ml) Verdiinner hinzugefiigten Verdiinnungslésung
Standards
5 270 10 pyl Neogen Macadamianuss 990 ul
Protein Standardkonzentrat

4 90 200 pl von 400 pl
Standardreihennummer 5

3 30 200 pl von 400 pl
Standardreihennummer 4

2 10 200 pl von 400 pl
Standardreihennummer 3

1 3,33 200 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 (3,33 ng/ml) ppb
Standardreihe 2 (10 ng/ml) ppb
Standardreihe 3 (30 ng/ml) ppb
Standardreihe 4 (90 ng/ml) ppb
Standardreihe 5 (270 ng/ml) ppb

2.4
ELISA-Mikrotiterplatte.

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




2.5

2.6
2.7

2.8

2.9

210

2.1

212
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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.

Aspirieren Sie nach der Inkubation den Inhalt der Neogen ELISA-Mikrotiterplatten.

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

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

Inkubieren Sie sie bei Raumtemperatur und 400 U/min fir 10 Minuten in einem Orbitalschittler. Halten Sie die
Mikrotiterplatte wahrend dieses Schritts bedeckt und waagerecht.

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 (Bei 450 nm fiir 30 Minuten.)

00:10:00/Raumtemperatur
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Chromogenic
Substrate 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 1,1 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 kann.® Sie wird durch Addieren
von drei Standardabweichungen zum mittleren optischen Dichtewert von sechsunddreillig Standard-Null-
Wiederholungen und Berechnen der entsprechenden Konzentration bestimmt.

b. Die Bestimmungsgrenze liegt bei 0,3 ppm
Die Bestimmungsgrenze ist definiert als die niedrigste Konzentration des Allergens in einer Testprobe, die bei
einem festgelegten Genauigkeitsgrad quantifiziert werden kann.?
Prazision
Intra-Assay-Prazision Durchschnitt 5CV =<10% N=12
Intra-Assay-Préazision Durchschnitt %CV = <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 macadamia

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

Descrizione del prodotto e uso previsto

Il kit ELISA Neogen® per la rilevazione delle proteine di noce macadamia & indicato per la rilevazione delle proteine di
noce macadamia 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 macadamia Neogen utilizza un ELISA a sandwich. Le proteine di
noce macadamia presenti nel campione reagiscono con |'anticorpo anti-noce macadamia, il quale é 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 macadamia coniugati a perossidasi del rafano (HRP). Questi anticorpi
enzimatici formano complessi con la proteina di noce macadamia 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 macadamia nel campione testato; pertanto, I'assorbanza, a 450 nm, & una misura
della concentrazione di proteina di noce macadamia nel campione di test. La quantita di proteina di noce macadamia
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 macadamia Neogen deve essere utilizzato in laboratorio da
professionisti che conoscono le tecniche di laboratorio. Neogen non ha documentato I'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 macadamia 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 macadamia 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 anticorpi. alluminio contenente
proteine di noce sigillata con essiccante e
macadamia essiccante. pozzetti inutilizzati.
Conservare a 2-8 °C
per mantenere una
stabilita adeguata
fino alla data di
scadenza del kit.
Coniugato HRP di Una fiala contenente 1,5 Diluire 1/10 appena 2-8 °C al riparo | Il coniugato 10X &
noce macadamia 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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Neogen®

di acido solforico 0,3 M.

Concentrato standard | Una fiala contenente una Fare riferimento 2-8 °C. Non Il concentrato
di proteine di noce concentrazione di proteina di | alla sezione congelare. standard di proteine
macadamia Neogen® | noce macadamia nota. Procedura ELISA di noce macadamia
per la preparazione Neogen e stabile
_ standard. fino alla data di
scadenza del kit.
Diluente Neogen® Un flacone contenente 50 ml | Diluire 1/5 appena 2-8°C La soluzione
(5X) di diluente 5X. prima dell'uso diluente Neogen 5X
per ottenere una ¢ stabile fino alla
_ soluzione di lavoro data di scadenza del
1X. kit.
Soluzione di lavaggio | Un flacone contenente 50 ml | Diluire 1/20 per 2-8 °C sia per | La soluzione di
Neogen® (20X) di soluzione di lavaggio 20X. | ottenere una la soluzione lavaggio Neogen
soluzione di lavoro di lavoro 20X é stabile
1X. 1X sia per il fino alla data di
concentrato scadenza del kit.
di soluzione di | La soluzione di
lavaggio 20X. lavaggio 1X é stabile
per almeno una
settimana in seguito
alla preparazione.
Tampone di Un flacone contenente 120 ml | Diluire 1/4 per 2-8 °C sia per Il tampone di
estrazione Neogen® di tampone di estrazione 4X. | ottenere una la soluzione estrazione 1X
E26 (4X) soluzione di lavoro di lavoro e il tampone di
1X. La soluzione di 1X sia per il estrazione Neogen
lavoro dovra essere concentrato 4X sono stabili
riscaldata a 50-60 °C | di tampone fino alla data di
prima dell'uso. di estrazione scadenza del kit.
Neogen 4X.
Soluzione di substrato | Un flacone contenente 12 ml | Pronto all'uso. 2-8 °C al riparo | Proteggere dalla
cromogenico di 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina dalla luce. luce. La soluzione
Neogen® (TMB). di substrato
cromogenico
Neogen é stabile
_ fino alla data di
scadenza del kit.
Soluzione di arresto Un flacone contenente 12 ml | 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

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
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Sicurezza

L'utente é 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 macadamia Neogen. Conservare le istruzioni di sicurezza
per poterle consultare in futuro.

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 é 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:

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

° Utilizzare il kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce macadamia 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 macadamia 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 macadamia 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 macadamia Neogen a una temperatura di 20-25 °C.
Non congelare il concentrato standard di proteine di noce macadamia 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. L'utilizzatore dovrebbe verificare che il metodo utilizzato sia idoneo ai requisiti
richiesti.

AVVISO

Per ridurre i rischi associati a risultati non precisi:

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

e  Gestire gli standard di proteine di noce macadamia 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 macadamia 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 macadamia 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).



d. Coniugato HRP di noce macadamia Neogen
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Per preparare il coniugato HRP di noce macadamia 1X, aggiungere una parte di coniugato HRP di noce macadamia
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 macadamia 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).
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50-60 °C
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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 macadamia Neogen, preparare un set di cinque standard
diluiti nella soluzione diluente (1X).

Numero standard Concentrazione standard Volume dello standard Volume della soluzione
(ng/ml) aggiunto a diluente 1X diluente 1X
5 270 10 pl del concentrato standard 990 ul
di proteine di noce macadamia
Neogen
4 20 200 pl di standard numero 5 400 pl
3 30 200 pl di standard numero 4 400 pl
2 10 200 pl di standard numero 3 400 pl
1 3,33 200 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 (3,33 ng/ml) ppb
Standard 2 (10 ng/ml) ppb
Standard 3 (30 ng/ml) ppb
Standard 4 (90 ng/ml) ppb
Standard 5 (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.
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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.

2.8 Pipettare 100 pl di coniugato HRP di noce macadamia 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 l'assorbanza (a 450 nm) nell'arco di 30 minuti.

|

00:30:00/temperatura ambiente

00:10:00/temperatura ambiente
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Chromogenic
Substrate Solution

00:10:00/temperatura ambiente

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, ad 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 di rilevazione (LOD) analitico & 1,1 ng/ml (ppb)
I 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 trentasei replicati zero standard e calcolando la
concentrazione corrispondente.
b. Il limite di quantificazione (LOQ) & 0,3 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 % di CV media = <10% N=12
dosaggio
Precisione tra un dosaggio e l'altro % di CV media = <10% N=12

Bibliografia
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X NEOGEN

Instrucciones del Producto

Kit ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia

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

Descripcion del producto y uso previsto

El Kit ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia Neogen® esta disefiado para la deteccion de proteinas de nuez de
Macadamia 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 Macadamia Neogen usa una prueba ELISA sandwich. Las proteinas de nuez de
Macadamia presentes en la muestra reaccionan con el anticuerpo anti-nuez de Macadamia, 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 Macadamia conjugados con peroxidasa de rabano (HRP, por sus siglas en
inglés). Estos anticuerpos marcados con enzimas forman complejos con la proteina de nuez de Macadamia previamente
unida. Después de un segundo paso de lavado, la enzima unida al inmunoabsorbente se detecta mediante la adicidn

de un sustrato cromogénico, 3,3’,5,5-tetrametilbenzidina (TMB, por sus siglas en inglés). El desarrollo de color de

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

El Kit ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia Neogen esté previsto para su uso en laboratorios por profesionales
capacitados en el empleo de técnicas de laboratorio. Neogen no documenté 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 evalud el Kit ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia Neogen
con todos los posibles productos alimenticios, procesos de alimentos y protocolos de prueba.

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

Tabla 1. Componentes del kit

Preparacion Almacenamiento | Estabilidad
(consulte la seccién
Preparacion de
Reactivos para
obtener informaciéon

detallada)

Articulo Identificacién

Pocillos del Kit ELISA | Una bolsa metalica con Listo para usar. Auna Vuelva a sellar la
para Proteina de una placa de 96 pocillos temperatura de bolsa metalica
Nuez de Macadamia |removibles revestidos con entre 2°Cy 8°C [con los pocillos

sin utilizary

el desecante.
Almacene entre
2°Cy8°C

para mantener

la estabilidad

hasta la fecha de
vencimiento del kit.

en una bolsa
metaélica sellada
con desecante.

Neogen® anticuerpos.

(10X)

(HRP) 10X.

de usar para preparar
una solucién de
trabajo 1X.

en la oscuridad.

Neogen® Conjugado | Un vial con 1,5 mL de Diluya en una Auna El conjugado
de Nuez de anticuerpo conjugado (10X) | proporcién de 1/10 temperatura de 10X es estable
Macadamia HRP de peroxidasa de rabano inmediatamente antes | entre 2 °Cy 8 °C | hasta la fecha de

vencimiento del kit.
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Concentrado Estandar
de Proteina de Nuez
de Macadamia
Neogen®

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

Consulte la Seccion
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 Macadamia
Neogen es estable
hasta la fecha de
vencimiento del kit.

para la solucién
de trabajo 1X
como para el
concentrado de
la Soluciéon de
Lavado 20X.

Neogen® Diluyente Un frasco con 50 mL de Diluya en una Auna La Neogen
(5X) Diluyente 5X. proporcion de 1/5 temperatura de | Solucién Diluyente
inmediatamente antes | entre 2°Cy 8 °C | 5X es estable
de usar para preparar hasta la fecha de
_ una solucion de vencimiento del kit.
trabajo 1X.
Solucién de Lavado Un frasco con 50 mL de Diluya 1/20 para Auna La Solucién de
Neogen® (20X) Solucién de Lavado 20X. preparar una solucién | temperatura Lavado Neogen
de trabajo 1X. de entre 2 °C 20X es estable
y 8 °C tanto hasta la fecha de

vencimiento del
kit. La Solucién
de Lavado 1X es
estable durante
al menos una
semana desde la
preparacion.

Neogen® Solucion
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
solucion 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 a una
temperatura de

La Solucién
Amortiguadora de
Extraccion 1Xy la
Neogen Solucién
Amortiguadora

de Extraccion

4X son estables
hasta la fecha de
vencimiento del kit.

en la oscuridad.

entre 2°Cy 8 °C.
Neogen® Solucién Un frasco con 12 mL de Listo para usar. Auna Proteja de la luz. La
de Sustrato 3,3’,5,5-tetrametilbenzidina temperatura de Neogen Solucién
Cromogénico (TMB). entre 2°Cy 8°C |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.

A una
temperatura de
entre2°Cy8°C

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

Materiales no incluidos en el kit:

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 microtitulaciéon
Elementos de laboratorio varios para la preparacién de reactivos y soluciones amortiguadoras
Temporizador
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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 informacién de seguridad que se incluye en las instrucciones del
Kit ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia Neogen. Guarde las instrucciones de seguridad como referencia en el
futuro.

/\ 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 Macadamia Neogen como se indica en el embalaje y en las
instrucciones del producto.
° Use el Kit ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia 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 Macadamia 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:

° Siempre use el Kit ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia Neogen antes de la fecha de vencimiento.

° Siempre prepare las soluciones de trabajo usando los reactivos concentrados del Kit ELISA para Proteina de Nuez
de Macadamia Neogen a una temperatura entre 20 °C y 25 °C.
No congele el Concentrado Estandar de Proteina de Nuez de Macadamia Neogen.
Si la Solucién 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 Macadamia Neogen siguiendo las Buenas Practicas de
Laboratorio! para evitar la contaminacién cruzada de las muestras.

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

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 informacidn.

Como sucede con todos los métodos utilizados para el anilisis 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 eleccidn. 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
ningun 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 Macadamia Neogen a una temperatura de
entre 2 °C y 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 Macadamia 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.

Preparaciéon 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 Soluciéon Amortiguadora de Extraccion

Para preparar una Solucién Amortiguadora de Extraccion 1X, afiada una parte de Neogen Solucién Amortiguadora
de Extraccién (4X) y diliyala 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
agitacién antes de su uso. Cada muestra requiere 4.5 mL de Solucién Amortiguadora de Extraccion 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.



c. Solucién de Lavado Neogen
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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.

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).

d. Neogen Conjugado de Nuez de Macadamia HRP

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

Preparacion de la Muestra

Nota: Todas las muestras se deben extraer con Solucién Amortiguadora de Extraccion 1X precalentada a una

temperatura de entre 50 °C y 60 °C.

1.1 Prepare la muestra para la extraccién 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

Tamano de la

Dilucién (1/10)

muestra
Alimentos sdlidos 0,5g+0,02¢g Anada 4,5 mL * 0,09 mL de Soluciéon Amortiguadora de
Extraccién 1X precalentada
Alimentos liquidos 0,5mL= Anada 4,5 mL = 0,09 mL de Solucién Amortiguadora de
0,01 mL Extraccién 1X precalentada

Agua de lavado final de la limpieza in situ [ 0,5 mL +

Anada 4,5 mL + 0,09 mL de Soluciéon Amortiguadora de

Liquido
=
0.5mL
=
CIP
0.5mL

Extraction buffer

4.5 mL1X
Extraction buffer

4.5 mL1X
Extraction buffer

(CIP) 0,01 mL Extraccidon 1X precalentada
Sélido
P )
() -
| & s
‘ 0S, ’
U> o 4.5 mL1X

1.2 Incube las muestras diluidas en un bafio de agua con agitacién o en una incubadora con agitacidén a una temperatura
de entre 50 °C y 60 °C durante 25 minutos £ 1 minuto. Otra opcidn 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.

5
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1.3 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
00:25:80

II

3000 g/00:00:30

100 =

900yl ==

_— .
1X Diluent

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 Estandar para Proteina de Nuez de Macadamia Neogen, prepare un conjunto de cinco
estandares diluidos en la Solucién Diluyente (1X).

Numero del Concentracion del Estandar Volumen del estandar Volumen de la solucién
Estandar (ng/mL) agregado al Diluyente 1X Diluyente 1X
5 270 10 pL del Concentrado Estandar 990 pL
de Proteina de Nuez de
Macadamia Neogen
4 20 200 pL del estandar namero 5 400 pL
3 30 200 pL del estandar nimero 4 400 L
2 10 200 pL del estandar niumero 3 400 pL
1 3,33 200 pL del estandar nimero 2 400 pL
0 0 0 400 pL

2.3

Estandar O (Solucién Diluyente 1X)
Estandar 1 (3.33 ng/mL) ppb
Estandar 2 (10 ng/mL) ppb
Estandar 3 (30 ng/mL) ppb
Estandar 4 (90 ng/mL) ppb
Estandar 5 (270 ng/mL) ppb

Pipetee 100 pL de cada estandar en Pocillos Neogen ELISA.

2.4 Pipetee 100 pL de la muestra extraida preparada en 1.4 en un Pocillo Neogen ELISA.




2.5

2.6
2.7

2.8

2.9
210
2.1

212
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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.

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

Llene por completo cada Pocillo Neogen ELISA con Solucién de Lavado 1Xy 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.

Pipetee 100 pL de Conjugado de Nuez de Macadamia 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.

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

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.

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.

00:10:00/temperatura ambiente
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Chromogenic
Substrate Solution

00:10:00/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 1,1 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 treinta y seis duplicados de estandar
cero y calcular la concentracion correspondiente.
b. El Limite de Cuantificacion (LOQ, por sus siglas en inglés) es 0,3 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 %CV promedio = <10% N=12
Precisidn entre ensayos %CV promedio = <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

Macadamia Proteine ELISA test

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

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

De Neogen Macadamia Proteine ELISA test maakt gebruik van een sandwich-ELISA. De aanwezige macadamiaproteine
in het monster reageert met het anti-macadamia antilichaam, dat geadsorbeerd is aan het oppervlak van wells in een
polystyreen microtiterplaat. Nadat ongebonden proteine is verwijderd door middel van wassen, worden anti-macadamia
antilichamen geconjugeerd met mierikswortelperoxidase (HRP — 'horseradish peroxidase') toegevoegd. Deze met
enzymen gelabelde antilichamen vormen complexen met de eerder gebonden macadamiaproteine. 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 macadamiaproteine in het geteste monster; daarom is de
absorptie, bij 450 nm, een meting voor de concentratie van macadamiaproteine in het testmonster. De kwantiteit van
macadamiaproteine 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 Macadamia 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 Macadamia Proteine ELISA test is niet getest met alle
voorkomende voedingsproducten, voedingsprocessen en testprotocollen.

De Neogen Macadamia 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® Macadamia [ Een foliezakje met Klaar voor gebruik. 2-8°Cin Hersluit de foliezak
Proteine ELISA wells | een plaat van 96 verzegelde met de ongebruikte
verwijderbare wells foliezak met wells en droogmiddel.
gecoat met antilichaam. droogmiddel. Bewaar de set
bij 2-8 °C om de
stabiliteit te behouden
tot de vervaldatum.
Neogen® Macadamia | Een ampul met 1,5 ml Verdun voorafgaand | 2-8 °C in het Het 10X conjugaat
HRP-conjugaat (10X) | met 10X antilichamen aan gebruik donker. is stabiel tot de
geconjugeerd met HRP onmiddellijk 1/10 om vervaldatum van
I (mierikswortelperoxidase) | een 1X werkzame de set.
(10X). oplossing te maken.
Neogen® Een ampul met Raadpleeg het 2-8 °C. Niet Neogen Macadamia
Macadamia Proteine | macadamiaproteine onderdeel invriezen. Proteine
Standaardconcentraat | waarvan de concentratie | 'ELISA-procedure’ Standaardconcentraat
bekend is. voor de standaard is stabiel tot de
_ voorbereiding. vervaldatum van
de set.
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Neogen®
Verdunningsmiddel
(5X)

Eén flesje van 50 ml met
5X verdunningsmiddel.

Verdun voorafgaand
aan gebruik
onmiddellijk 1/5 om
een 1X werkzame
oplossing te maken.

2-8°C

De 5X Neogen
Verdunningsoplossing
is stabiel tot

de vervaldatum van
de 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 zowel
1X werkzame
oplossing als 20X
wasoplossing-
sconcentraat.

De 20X Neogen
Wasoplossing

is stabiel tot de
vervaldatum van
de set. De 1X
wasoplossing is na
bereiding minimaal
een week stabiel.

Stopoplossing

0,3 M zwavelzuur.

Neogen® Eén flesje van 120 ml met | Verdun 1/4 om 2-8 °C voor 1X De 1X extractiebuffer
Extractiebuffer E26 4X extractiebuffer. een 1X werkzame werkzame oploss- | en 4X Neogen
(4X) oplossing te maken. |ing en 4X Neogen [ Extractiebuffer zijn
De werkzame Extractiebuffer- stabiel tot
oplossing moet concentraat. de vervaldatum van
voorafgaand aan de set.
gebruik worden
verhit tot 50-60 °C.
Neogen® Eén flesje van 12 mI met | Klaar voor gebruik. 2-8 °Cin het Bescherm tegen
Chromogene 3,3,5,5™- donker. licht. De Neogen
substraatoplossing tetramethylbenzidine Chromogene
(TMB). substraatoplossing
is stabiel tot de
_ vervaldatum van
de set.
Neogen® Eén flesje van 12 ml met | Klaar voor gebruik. 2-8°C De Neogen

Stopoplossing

is stabiel tot de
vervaldatum van
de set.

Materialen die niet in de set worden geleverd:

schudwaterbad of schudincubator

[}

e  testbuisjes

[}

[ ]

[ ]

[ ]

e timer

° vortexmenger

[ ]

e  orbitale schudmachine
Veiligheid

precisiepipetten en pipettips om 10 tot 100 pl te verzamelen

was-/aspiratiemachine voor de microtiterplaat
gedestilleerd of gedeioniseerd water
aflezer voor de microtiterplaat

diverse laboratoriumproducten voor de bereiding van reagentia en bufferoplossingen

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

/A WAARSCHUWING:

OPMERKING:

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

geeft een mogelijk gevaarlijke situatie aan die, als ze niet vermeden wordt, kan resulteren in

materiéle schade.
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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 Macadamia Proteine ELISA test zoals aangegeven wordt op de verpakking en in de
productinstructies.

e  Gebruik de Neogen Macadamia 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 Macadamia 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 Macadamia Proteine ELISA test altijd vo6r de vervaldatum.

° Bereid de werkzame oplossingen met behulp van de geconcentreerde reagentia van de Neogen Macadamia
Proteine ELISA test altijd bij een temperatuur van 20-25 °C.
Vries het Neogen Macadamia 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 Macadamia 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.

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 invloed 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 beinvlioeden.
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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 Macadamia Proteine ELISA test bij 2-8 °C. Niet invriezen. Bewaar verdunde werkzame
oplossingen zoals beschreven in Tabel 1.

De onderdelen van de Neogen Macadamia 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.

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).
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Om het 1X Macadamia HRP-conjugaat te bereiden, voegt u één deel van het Neogen Macadamia 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 Macadamia HRP-conjugaat.

d. Neogen Macadamia 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

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

Ny oS, ’
U> . 4.5 mL1X

Extraction buffer

Vloeistof

=
. b4
0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

CIP

0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2 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 gedurende 1 minuut handmatig
schudden.

1.3 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.

1.4 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.)
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50-60 °C
00.25:00 »

l]

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
verdund in verdunningsoplossing (1X).

Bereid met behulp van het Neogen Macadamia Proteine Standaardconcentraat een set van vijf standaarden

Nummer Concentratie standaard Volume van standaard Volume van 1X
standaard (ng/ml) toegevoegd aan 1X verdunningsoplossing
verdunningsmiddel
5 270 10 pyl Neogen Macadamia 990 ul
Proteine Standaardconcentraat

4 20 200 ul van standaard nummer 5 400 pl

3 30 200 pl van standaard nummer 4 400 pl

2 10 200 pl van standaard nummer 3 400 pl

1 3,33 200 pl van standaard nummer 2 400 pl

0 0 0 400 pl

2.3 Pipetteer 100 pl van elke standaard in Neogen ELISA wells.

Standaard 0 (1X Verdunningsoplossing)
Standaard 1 (3,33 ng/ml) ppb
Standaard 2 (10 ng/ml) ppb

Standaard 3 (30 ng/ml) ppb

Standaard 4 (90 ng/ml) ppb

Standaard 5 (270 ng/ml) ppb

2.4
2.5

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 rpom op

omgevingstemperatuur (20-25 °C). Voorkom verdamping door de wells afgedekt en horizontaal te houden tijdens

deze stap.
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2.7 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.

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

2.8 Pipetteer 100 pyl 1X Macadamia 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 pyl 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.

|

00:30:00/omgevingstemperatuur

00:18:00/omgevingstemperatuur




Chromogenic
Substrate Solution

00:10:00/omgevingstemperatuur

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 1,1 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 zesendertig herhalingen
van standaard nul en de bijbehorende concentratie te berekenen.

b. De kwantificatielimiet is 0,3 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
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Datum fér utgava: 2024-01

X NEOGEN

Produktinformation

Macadamia Protein ELISA Kit

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

Produktbeskrivning och avsedd anvandning
Neogen® Macadamia Protein ELISA Kit &r avsedd fér screening av macadamianétsproteiner i rengdr-pa-plats (CIP) sista
skoljvattnet, skoljvattenprover, livsmedelsingredienser och processade livsmedelsprodukter.

Neogen Macadamia Protein ELISA Kit anvander en sandwich-ELISA. De macadamiandtsproteiner som finns narvarande
i provet reagerar med anti-macadamiandtsantikroppen, som har adsorberats till ytan av polystyrenmikrotiterbrunnar.
Efter avlagsnandet av obundna proteiner genom tvattning tillsatts macadamiandtsantikroppar konjugerade

med pepparrotsperoxidas (HRP). Dessa enzymmirkta antikroppar bildar komplex med det tidigare bundna
macadamiandtsproteinet. 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 macadamiandtsprotein i provet som testas; darfor utgér absorbansen
vid 450 nm ett matt pa koncentrationen av macadamianétsprotein i provet. Mangden macadamianétsprotein i provet
kan extrapoleras fran standardkurvan, vilken ar konstruerad fran standarder med kénd koncentration, och justeras for att
beakta provutspéadningen.

Neogen Macadamia Protein ELISA Kit &r avsedd fér anvandning i laboratoriemiljé av yrkespersoner som &r utbildade i
laboratorieteknik. Neogen har inte dokumenterat anvandningen av denna produkt inom andra industrier an livsmedels-
och dryckesindustrin. Neogen har exempelvis inte dokumenterat produkten fér testning av lakemedel, kosmetika,
kliniska prover eller veterinarprover. Neogen Macadamia Protein ELISA Kit har inte utvarderats med samtliga maojliga
livsmedelsprodukter, livsmedelsbearbetningsmetoder och testprotokoll.

Neogen Macadamia Protein ELISA Kit innehéller 96 tester, som beskrivs i tabell 1.

Tabell 1. Satsens delar

Artikel Identifikation Beredning Forvaring Stabilitet
(se avsnittet
Reagensberedning
for information)

Neogen® Macadamia |En foliepédse med en Klara att anvandas. [2-8 °Ciforseglad |[Aterforslut foliepasen
Protein ELISA brunnar |platta med 96 borttagbara foliepase med som innehaller
antikroppsbelagda brunnar. torkmedel. oanvanda brunnar

och torkmedel.
Forvaras vid 2-8

°C for att bibehélla
stabiliteten fram till
utgadngsdatumet for

satsen.
Neogen® Macadamia |En ampull med 1,5 ml 10X |Spad 1/10 2-8 °C i morker. 10X konjugatet ar
HRP-konjugat (10X) pepparrotsperoxidas (HRP) |omedelbart innan stabilt fram till satsens

konjugerad antikropp (10X). |anvandning fér utgédngsdatum.
I att bereda en 1X
arbetslosning.

Neogen® En ampull med en Se avsnittet ELISA- [2-8 °C. Forvara Neogen
Macadamia Protein kand koncentration av procedur for inte i frys. Macadamia Protein
standardkoncentrat macadamiandtsprotein. standardberedning. standardkoncentrat ar

stabilt fram till satsens
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Neogen®
spadningslésning (5X)

En flaska med 50 ml 5X
spadningsl&sning.

Spad 1/5
omedelbart innan
anvandning for

2-8°C

The 5X Neogen
spadningslésning &r
stabil fram till satsens

(20X)

tvattlosning.

att bereda en 1X
arbetsldsning.

arbetsldsning och
20X tvattlosnings-
koncentrat.

_ att bereda en 1X utgangsdatum.
arbetslosning.
Neogen® tvattlésning | En flaska med 50 ml 20X Spéad 1/20 for 2-8 °C for bade 1X [20X Neogen

tvattlosning ar stabil
fram till satsens
utgangsdatum. 1X
tvattlosning ar stabil
i minst en vecka efter
beredningen.

Neogen®
extraktionsbuffert E26
(4X)

En flaska med 120 ml 4X
extraktionsbuffert.

Spéd 1/4 for att
bereda en 1X
arbetsldsning.
Arbetslésningen
b&r varmas upp
till 50-60 °C innan
anvandning.

2-8 °C for bade

1X arbetslosning
och 4X

Neogen extrak-

tionsbuffertkon-
centrat.

1X extraktionsbuffert
och 4X Neogen
extraktionsbuffert ar
stabila fram till satsens
utgangsdatum.

Neogen® kromogen
substratlésning

En flaska med 12 ml
3,3’,5,5-tetrametylbensidin
(TMB).

Klara att anvandas.

2-8 °C i morker.

Skyddas fran ljus.
Neogen kromogen
substratlésning ar
stabil fram till satsens
utgangsdatum.

Neogen® stopplésning

En flaska med 12 ml 0,3 M
svavelsyra.

Klara att anvandas.

2-8°C

Neogen stopplésning
ar stabil fram

till satsens
utgangsdatum.

Material som inte finns i satsen:

Bricka for mikrotiterplatta/aspirator
Destillerat eller avjoniserat vatten
Avlasare for mikrotiterplatta
Diverse laboratoriematerial for beredning av reagens och buffertlésningar

Skakvattenbad eller skakinkubator

[ ]

e  Provror

[}

[}

[}

[ ]

e Timer

e  Vortexblandare

[

e  Orbital shaker
Sakerhet

Precisionspipetter och pipettspetsar for att samla 10 till 100 pl

Anvéandaren ska lasa, forstd och félja all sékerhetsinformation i anvisningarna till Neogen Macadamia Protein ELISA Kit.
Behall sakerhetsanvisningarna fér framtida bruk.

/A VARNING!

personskador och/eller materiella skador.

OBSERVERA!

Indikerar en farlig situation som, om den inte undviks, kan resultera i dodsfall eller allvarliga

Indikerar en potentiellt farlig situation som, om den inte undviks, kan resultera i materiella skador.

A VARNING

For att minska riskerna for kemikalieexponering ska du:
° Kassera enligt géllande lokala/regionala/industriella normer och féreskrifter.
e  Anvandaren maste utbilda sin personal i radande och korrekta testtekniker: till exempel god laboratoriesed’ eller

ISO/IEC 170252

e  Folj alltid praxis for standardiserad laboratoriesékerhet, inklusive anvandning av [ampliga skyddskléder och
skyddsglasdégon vid hantering av reagenser.
° Undvik att Neogen stoppldsning far kontakt med huden, se sékerhetsdatabladet for ytterligare sakerhetsinformation.

2
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For att minska att riskerna som férknippas med falska-negativa resultat leder till att kontaminerade produkter slapps
ut ska du:
° Férvara Neogen Macadamia Protein ELISA Kit enligt foreskrifterna pa férpackningen och i produktinformationen.
e  Anvand Neogen Macadamia Protein ELISA Kit med livsmedels- och miljéprover som har validerats internt eller av
en tredje part.
Folj protokollet och utfor testerna exakt sd som beskrivs i relevant produktinformation.
Neogen har inte dokumenterat anvandningen av Neogen Macadamia Protein ELISA Kit inom andra industrier
an livsmedels- och dryckesindustrin. Neogen har exempelvis inte dokumenterat produkten foér testning av
lakemedel, kosmetika, kliniska prover eller veterinarprover.

For att minska att riskerna som forknippas med felaktiga resultat leder till att kontaminerade produkter slapps ut ska du:
e  Anvand alltid Neogen Macadamia Protein ELISA Kit fore utgangsdatumet.
o  Alltid bereda arbetslésningar med anvandning av koncentrerade reagens som hér till Neogen Macadamia Protein
ELISA Kit vid 20-25 °C temperatur.
Neogen Macadamia Protein standardkoncentrat far inte frysas.
Om den kromogena substratlésningen blir bla ska den inte anvandas. Folj god laboratoriesed’ for att undvika
korskontaminering av Neogen kromogen substratlésning.
Neogen® Allergen Protein Testing Kits &r inte avsedda for detektering av hydrolyserande proteiner.
Neogen Allergen Protein Testing Kits ar designade for att detektera proteiner fran processad mat som har I6sts 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 for att méta anvandarens krav.

OBSERVERA

For att minska riskerna som férknippas med felaktiga resultat:

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

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

Se sakerhetsdatabladet for mer information.

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

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

Precis som med alla testmetoder som anvinds fé6r 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 vélja en testmetod eller produkt och att utvardera tillrackligt antal prover for att forsékra
anvandaren om att den valda testmetoden uppfyller anvandarens kriterier.

Det aligger ocksa anvandaren att faststélla att en testmetod och dess resultat uppfyller kraven fran dennes kunder och
leverantérer.

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

Begriansning av garantier/Begriansad 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 fran Neogen Livsmedelshygien ar defekt kommer Neogen
eller dess auktoriserade leverantér att efter eget gottfinnande ersatta produkten eller aterbetala produktens inképspris.
Detta ar den enda ersattning som ges. Kontakta din Neogen-representant eller en godkand Neogen-distributér om du
har fler fragor.
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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 6verskrida
inkdpspriset for den pastatt defekta produkten.

Forvaring och kassering
Forvara alla Neogen Macadamia Protein ELISA Kit-komponenter vid 2-8 °C temperatur. Férvara inte i frys. Férvara
spadda arbetslésningar enligt beskrivningen i tabell 1.

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

Kassera enligt gallande lokala/regionala/industriella normer och foreskrifter.

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

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

a. Neogen extraktionsbuffert

Foér 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 spidningslésning

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

c. Neogen tvattlésning

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

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 Macadamia HRP-konjugat

For att bereda 1X Macadamia HRP-konjugat, tillsatt en del av Neogen Macadamia HRP-konjugat (10X) och spad i 9
delar 1X spadningslosning. Bered direkt innan anvandning. Varje Neogen ELISA-brunn kraver 100 pl 1X Macadamia
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 engdngsror i enlighet med beskrivningen i tabell 2.

Tabell 2. Provberedning

Provmatris Provstorlek Spadning (1/10)

Fast foda 0,5+0,02¢g Tillsatt 4,5 = 0,09 ml férvarmd 1X extraktionsbuffert
Flytande féda 0,5+ 0,01 ml Tillsatt 4,5 = 0,09 ml férvarmd 1X extraktionsbuffert
Rengér-pa-plats (CIP) sista skdljvattnet 0,5+ 0,01 ml Tillsatt 4,5 = 0,09 ml forvarmd 1X extraktionsbuffert
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Extraction buffer
Flytande
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0.5mL 4.5 mL1X

Extraction buffer

0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2 Inkubera utspadda prover i ett skakvattenbad eller skakinkubator vid 50-60 °C under 25 = 1 minuter. Ett annat
alternativ ar att lamna 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 Iata dem sedimentera i 5 minuter i en provrorsstéllning.

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

900l

~—— xoi

(i

3000 g/ 00:00:30
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ELISA-procedur

2.1

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

2.2 Anvand Neogen® Macadamia Protein standardkoncentrat for att bereda en uppséattning av fem standarder spadda i
spadningsbuffert (1X).
Standardnummer Standardkoncentration Volym fér standard som lagts Volym for 1X
(ng/ml) till 1X spadningsmedel spadningslésning
5 270 10 pl av Neogen Macadamia 990 ul
Protein standardkoncentrat

4 20 200 pl av standardnummer 5 400 pl
3 30 200 pl av standardnummer 4 400 pl
2 10 200 pl av standardnummer 3 400 pl
1 3,33 200 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
210
2.11

212

Standard O (1X spadningsldsning)
Standard 1 (3,33 ng/ml) ppb
Standard 2 (10 ng/ml) ppb
Standard 3 (30 ng/ml) ppb
Standard 4 (90 ng/ml) ppb
Standard 5 (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 pa 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 innehéllet i Neogen ELISA brunnarna aspireras.

Fyll varje Neogen ELISA brunn fullstdndigt med 1X tvattlosning och aspirera. Om tvatten gérs manuellt ska plattan
inverteras och innehéllet ska hallas/skakas ut i en avfallsbehéllare. Sl& 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 Macadamia HRP-konjugat i varje Neogen ELISA brunn. Inkubera pé en orbital shaker installd
pa 400 rpm vid omgivningstemperatur under 10 = 2 minuter. Hall plattan tackt i moérker och vid horisontell jamn
hojdniva under detta steg.

Upprepa steg 2.6 och 2.7 for att slutféra totalt fyra tvattar med tvattlésning (1X).
Pipettera 100 pul av Neogen kromogen substratlésning (TMB) i varje Neogen ELISA brunn.

Inkubera pa en orbital shaker installd till 400 rpm vid omgivningstemperatur under 10 minuter. Hall plattan tackt i
morker och vid horisontell jamn héjdniva under detta steg.

Efter inkubering, tillsatt 100 pl av Neogen stoppldsning i varje Neogen ELISA brunn och bestdm absorbansen (vid
450 nm) inom 30 minuter.
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Resultatanalys

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

3.2 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
ocksa anvandas; de kommer emellertid att ge en mindre exakt passning av data.

3.3 Berakna 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 1,1 ng/ml (ppb)

Detektionsgransen definieras som den lagsta koncentrationen av allergenet i ett testprov som kan sérskiljas fran
ett sant blindprov vid en bestamd sannolikhetsniva®. Den bestams genom att lagga till tre standardavvikelser till det
genomsnittliga optiska densitetsvardet for trettiosex standard nollreplikat och berakna motsvarande koncentration.
Kvantifieringsgransen (Limit of Quantification, LOQ) &r 0,3 ppm

Kvantifieringsgransen definieras som den lagsta nivan av allergenet i ett testprov som rimligen kan kvantifieras vid
en specificerad niva av precision®.
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Precision
Metodens inbyggda precision Medelvarde %CV =<10 % N=12
Medelvarde %CV = <10 % N=12

Internprecision for metoden

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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Produktvejledning

Macadamianad Protein ELISA Kit

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

Teknisk beskrivelse og tilsigtet anvendelse
Neogen® Macadamiangd Protein ELISA Kit er beregnet til pavisning af macadamianadproteiner i clean-in-place (CIP)
slutskyllevand, miljgemaessige prever, fedevareingredienser og forarbejdede fedevarer.

Neogen Macadamiangad Protein ELISA Kit bruger en sandwich-ELISA. Macadamianadproteinerne, som er til stede i
praven, reagerer med antimacadamiangd-antistoffet, der er adsorberet til overfladen af polystyrenmikrotiterbrgnde.
Efter fijernelse af ubundne proteiner ved vask tilseettes antimacadamiangd-antistoffer konjugeret med
peberrodsperoxidase (HRP). Disse enzymmazerkede antistoffer danner komplekser med det tidligere bundne
macadamiangdprotein. 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 macadamiangdprotein i den testede preve; absorption ved 450 nm er séledes et
mal for koncentrationen af macadamiangdprotein i testpraven. Maengden af macadamiangdprotein i testprgven kan
ekstrapoleres fra standardkurven, konstrueret ud fra standarder med kendt koncentration og justeret til at tage hgjde for

prevefortyndingen.

Neogen Macadamiangd 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 veterinzere prgver. Neogen Macadamiangd Protein ELISA Kit er ikke blevet evalueret med alle mulige
fedevareprodukter, fedevareprocesser og testprotokoller.

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

Tabel 1. Kittets komponenter

Macadamiangd

plade af 96 aftagelige

foliepose med

Artikel Identifikation Klargering Opbevaring Stabilitet
(Se afsnittet
Reagensklargering
for detaljer)
Neogen® En foliepose med en Klar til brug. 2-8 °C i forseglet Genforsegl folieposen,

der indeholder ubrugte

Protein ELISA-brgnde |antistofbelagte brende. tgrremiddel. brgnde og tarremiddel.
Opbevares ved 2-8
°C for at opretholde
stabiliteten indtil
udlgbsdatoen for kittet.
Neogen® Et haetteglas Fortynd 1/10 2-8 °C i mgrke. 10X konjugatet er stabilt
Macadamiangd HRP- [med 1,5 ml 10X umiddelbart inden indtil udlgbsdatoen for
konjugat (10X) peberrodsperoxidase |brug for at lave en kittet.
(HRP) konjugeret 1X arbejdsoplgsning.
I antistof (10X).
Neogen® Et heetteglas med en Der henvises til 2-8 °C. Undlad at Neogen
Macadamiangd kendt koncentration af |afsnittet ELISA- fryse. Macadamiangd Protein
Protein macadamiangdprotein. | procedure for standardkoncentrat
standardkoncentrat standardklargering. er stabilt indtil

udlgbsdatoen for kittet.
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Neogen®-fortynder

a
I\>5

En flaske med 50 ml af
5X fortynder.

Fortynd 1/5
umiddelbart inden
brug for at lave en
1X arbejdsopl@sning.

2-8°C

5X Neogen-fortyndero-
pl@sning er stabil indtil
udlgbsdatoen for kittet.

Neogen®-
vaskeoplgsning (20X)

En flaske med 50 ml af
20X vaskeoplgsning.

Fortynd 1/20
for at lave en 1X
arbejdsoplgsning.

2-8 °C for bade 1X
arbejdsoplgsning og
20X vaskopl@gsnings-
koncentrat.

20X Neogen-
vaskoplgsningen

er stabil indtil
udlgbsdatoen for kittet.
1X vaskeoplgsningen er
stabil i mindst en uge
efter klargering.

Neogen®-
ekstraktionsbuffer E26
(4X)

En flaske med
120 ml af 4X
ekstraktionsbuffer.

Fortynd 1/4 for
atlave en 1X
arbejdsoplgsning.
Arbejdsoplgsningen
skal opvarmes til 50-

2-8 °C for bade 1X
arbejdsoplesning og
4X Neogen-ekstrak-
tionsbufferkoncen-
trat.

1X ekstraktionsbuffer
og 4X Neogen-ekstrak-
tionsbuffer er stabile
indtil udlzbsdatoen for
kittet.

60 °C fer brug.
Neogen®-kromogenisk [ En flaske med 12 ml af |Klar til brug. 2-8 °C i mearke. Beskyt mod lys.
substratopl@sning 3,3,5,5- Neogen-kromogenisk
tetramethylbenzidin substratopl@sning
(TMB). er stabil indtil
udlgbsdatoen for kittet.
Neogen®- En flaske med 12 ml af |Klar til brug. 2-8°C Neogen-
stopoplasning 0,3 M svovlsyre. stopoplasningen
er stabil indtil

udlgbsdatoen for kittet.

Materialer, der ikke fglger med kittet:

Reagensrgr

Timer

Sikkerhed

Mikrotiterpladevasker/aspirator
Destilleret eller deioniseret vand
Mikrotiterpladeafieeser

Assorteret laboratorieudstyr til fremstilling af reagenser og bufferoplasninger

Vortex-blander
Rystevandbad eller rysteinkubator
Orbital ryster

Preecisionspipetter og pipettespidser til at indsamle 10 til 100 pl

Brugeren skal laese, forsta og falge alle sikkerhedsoplysninger i instruktionerne til Neogen Macadamiangd 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.

° 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.
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For at mindske risiciene i forbindelse med falske negative resultater, der forer til friggrelse af kontamineret produkt:
e  Opbevar Neogen Macadamianad Protein ELISA Kit som angivet pa pakken og i produktvejledningen.
e Anvend Neogen Macadamianad Protein ELISA Kit til fadevare og miljgpraver, 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 Macadamianad 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 veterinzere prgver.

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

e  Anvend altid Neogen Macadamianad Protein ELISA Kit inden udlgbsdatoen.

° Klarger altid arbejdsoplgsninger ved hjeelp af Neogen Macadamianad Protein ELISA Kit-koncentrerede reagenser
ved 20-25 °C temperatur.
Undlad at fryse Neogen Macadamiangd Protein standardkoncentrat.
Hvis den kromogeniske substratoplasning bliver bla, ma den ikke bruges. Falg god laboratoriepraksis’ for at undga
krydskontaminering af Neogen-kromogenisk substratoplasning.
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 fedevarer, nar de er
oplast i Neogen-ekstraktionsbuffer. Nogle metoder til fadevareforarbejdning kan begraense pévisningen af disse
malproteiner.

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

BEMARK

For at reducere risici forbundet med ungjagtige resultater:

e  Prgvestabilitet efter ekstraktioner er ikke blevet evalueret. ELISA-proceduren ber udfares lige efter
praveekstraktion.

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

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,
klargering af prgven, handtering samt laboratorieteknikker kan pavirke 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
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.
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Begraensning af Neogen's ansvar

NEOGEN SKAL IKKE HOLDES ANSVARLIG FOR EVT. TAB ELLER SKADER, HVAD END DE ER OPSTAET DIREKTE,
INDIREKTE, UNDER SARLIGE 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 Macadamiangd Protein ELISA Kit-indhold ved 2-8 °C. Undlad at fryse. Opbevar fortyndede
arbejdsoplgsninger som beskrevet i tabel 1.

Neogen Macadamiangd Protein ELISA Kit-komponenter mé ikke anvendes efter udlgbsdatoen. Udlgbsdato og
lotnummer findes pé 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
arbejdsoplgsninger.

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
for brug. Hver prgve 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 fortynderoplgsning.

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-brend kreever ca. 2,5 ml 1X vaskeoplgsning.

Bemeerk: Dannelsen af krystaller i Neogen-vaskeoplasningen (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 Macadamiangd HRP-konjugat

For at klargere 1X Macadamiangd HRP-konjugat skal du tilseette én del af Neogen Macadamianad HRP-konjugat
(10X) og fortynde i 9 dele af 1X fortynderoplgsning. Klargar umiddelbart far brug. Hver Neogen ELISA-brgnd
kreever 100 pl af 1X Macadamiansd HRP-konjugat.

Proveforberedelse
Bemaerk: Alle praver skal ekstraheres med 1X ekstraktionsbuffer forvarmet til 50-60 °C.
1.1 Klarger prgve til proteinekstraktion i et rent reagensrer eller engangsrer 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
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Inkubér fortyndede prever i et rystevandbad eller rysteinkubator ved 50-60 °C i 25 + 1 minutter. En anden mulighed
er at efterlade preverne 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:
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3000 g/80:00:30
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ELISA-procedure

2.1

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.

2.2 Brug Neogen Macadamiangd Protein standardkoncentratet til at klargere et szt af fire standarder fortyndet i
fortynderoplgsning (1X).
Standardnummer Standardkoncentration Mangde af standard tilsat til Maengde af 1X
(ng/mL) 1X fortynder fortynderoplasning
5 270 10 pl af Neogen Macadamianad 990 ul
Protein standardkoncentrat

4 20 200 pl af standardnummer 5 400 pl
3 30 200 pl af standardnummer 4 400 pl
2 10 200 pl af standardnummer 3 400 pl
1 3,33 200 pl af standardnummer 2 400 pl
0 0 0 400 pl

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

2.4
2.5

2.6

2.7

2.8

2.9
210
2.11

212

Standard O (1X fortynderoplasning)
Standard 1 (3,33 ng/ml) ppb
Standard 2 (10 ng/ml) ppb
Standard 3 (30 ng/ml) ppb
Standard 4 (90 ng/ml) ppb
Standard 5 (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 vaskeoplgsning og aspirer. Hvis vasken udfgres manuelt, skal du vende
pladen og haelde/ryste indholdet ud i en affaldsbeholder og sla brandene skarpt péa absorberende papir for at fjerne
resterende vaskeoplgsning. Gentag dette trin tre gange for i alt fire vaske.

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

Gentag trin 2.6 og 2.7 for at feerdiggere i alt fire vaske med vaskopl@sning (1X).
Pipettér 100 pl af Neogen-kromogenisk substratoplasning (TMB) ind i hver Neogen ELISA-brgnd.

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

Efter inkubation skal du tilseette 100 ul af Neogen-stopoplgsning til hver Neogen ELISA-brgnd og bestemme
absorptionen (ved 450 nm) inden for 30 minutter.

N2

=N
— ‘ \\
S
" h
\
\
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100pl T L 2 d
‘9oop| ==
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1X Diluent
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Chromogenic
Substrate Solution

00:10:00/omgivelsestemperatur

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.

Den analytiske detektionsgraense (LOD) er 1,1 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 36 standard nulreplikater og beregne den tilsvarende koncentration.

Kvantifikationsgreensen (LOQ) er 0,3 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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(Dansk) ‘ﬁ H

Intraanalyse-praecision

Gennemsnit 5CV =<10%

N=12

Interanalyse-preecision

Gennemsnit XCV =<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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Utgivelsesdato: 2024-01

X NEOGEN e
Produktveiledning

Macadamiangtteprotein ELISA Kit

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) for kvantitativ analyse av macadamiangttproteiner.

Produktbeskrivelse og tiltenkt bruk
Neogen® macadamiangtteprotein ELISA Kit er beregnet for & pavise makadamnattproteiner i CIP skyllevann,
miljgprever, naeringsmiddelingredienser og prosesserte neeringsmidler.

Neogen macadamiangtteprotein ELISA Kit bruker en sandwich ELISA. Macadamiangtteproteinene som

er til stede i praven, reagerer med antistoffet anti-makadamngtt, som har blitt adsorbert til overflaten av
polystyrenmikrotiterbrgnnene. Etter fjerning av ubundne proteiner ved vasking, tilsettes antistoffer for anti-
macadamiangtt som er konjugert med pepperrotperoksidase (HRP). Disse enzymmerkede antistoffene danner
komplekser med det tidligere bundne macadamiangttproteinet. 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 macadamiangttproteinet
i praven som testes, absorbansen ved 450 nm er saledes et mal for konsentrasjonen av macadamiangttprotein i
testprgven. Mengden macadamiangttprotein i preven kan ekstrapoleres fra standardkurven, konstruert fra standarder
med kjent konsentrasjon, og justeres for a vurdere prgvefortynningen.

Neogen macadamiangtteprotein 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 farmasaytiske, kosmetiske, kliniske eller
veterinzerprgver. Neogen macadamiangtteprotein ELISA Kit har ikke blitt evaluert med alle mulige neeringsmidler,
nzeringsmiddelprosesser og testprotokoller.

Neogen macadamiangtteprotein ELISA Kit inneholder 96 bregnner, beskrevet i tabell 1.

Tabell 1. Settkomponenter

Objekt Beskrivelse Preparering Oppbevaring Stabilitet
(se delen
Preparering
av reagens for
detaljer)
Neogen® En foliepose med en Klar til bruk. 2-8 °C i forseglede | Lukk folieposen
macadamiangttprotein | plate med 96 avtagbare folieposer med som inneholder
ELISA-brgnner antistoffbelagte brgnner. terkemiddel. ubrukte brgnner
og terkemiddel.
Oppbevares
ved 2-8 °C for
& opprettholde
stabiliteten til
utlepsdatoen for
settet.
Neogen® Et hetteglass med 1,5 ml Fortynn 1/10 2-8 °C i megrket. 10X-konjugatet
macadamiangtt HRP | 10X pepperrotperoksidase | umiddelbart for er holdbart til
konjugat (10X) (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 macadami-
macadamiangttprotein | kjent konsentrasjon av prosedyredelen fryses. angttprotein stan-
standard konsentrat macadamiangttprotein. for standard dard konsentrat er
preparering. 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
alage en 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
arbeidslegsning.

2-8 °C for bade 1X
arbeidslesning og
20X vaskelgsnings-
konsentrat.

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 ekstraks-
jonsbufferkonsen-
tratet.

1X
ekstraksjonsbuffer
og 4X Neogen
ekstraksjonsbuffer
er holdbare til
utlgpsdatoen for
settet.

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

utlgpsdatoen 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

Brukeren maé lese, forsta og felge all sikkerhetsinformasjon i bruksanvisningen for Neogen macadamiangtteprotein ELISA

Presisjonspipetter og pipettespisser for 8 samle 10 til 100 pl

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.
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For & redusere risikoene forbundet med eksponering for kjemikalier:

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

° Brukeren ma leere opp personalet i ndvaerende riktig testteknikk, for eksempel god laboratoriepraksis! eller ISO/IEC
170252,

° Felg alltid standard praksis for laboratoriesikkerhet, inkludert bruk av egnet personlig verneutstyr og @yevern ved
handtering av reagensrer.

° Unngé hudkontakt med Neogen stoppl@sningen, se sikkerhetsdatabladet for ytterligere sikkerhetsinformasjon.

For a redusere risiko forbundet med falsk-negative resultater som kan fare til frislipp av kontaminert produkt:
e  Oppbevar Neogen macadamiangtteprotein ELISA Kit slik som beskrevet pa pakningen og i produktveiledningen.
° Bruk Neogen macadamiangtteprotein ELISA Kit med mat- og miljgprgver som er godkjent internt eller av en
tredjepart.
Faelg protokollen og utfer testene akkurat slik de beskrives i produktveiledning.
Neogen har ikke godkjent Neogen macadamianatteprotein 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
veteringerprgver.

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

e  Bruk alltid Neogen macadamiangtteprotein ELISA Kit fgr utlgpsdatoen.

° Preparer alltid arbeidslgsninger ved hjelp av de konsentrerte reagensene i Neogen macadamiangtteprotein ELISA
Kit ved en temperatur pa 20-25 °C.
Neogen macadamiangttprotein standard konsentratet mé ikke utsettes for frost.
Ikke bruk kromogen substratlgsning hvis den blir bla. Fglg god laboratoriepraksis' for & unngé 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 neeringsmidler kan ha en pavirkning pa deteksjon av proteiner ved bruk av Neogen
Allergen protein kits. Brukere bar verifisere at metoden er egnet til formalet og mgter brukerens krav.

MERKNAD

For a redusere risikoen forbundet med ungyaktige resultater:

° Prevestabilitet etter ekstraksjon har ikke blitt evaluert. ELISA-prosedyren ber utferes rett etter praveekstraksjon.

° Handter Neogen macadamiangtteproteinstandarder i henhold til god laboratoriepraksis’ for & hindre
krysskontaminering av prgver.

Se sikkerhetsdatabladet for ytterligere informasjon.

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

Brukeransvar
Brukere er ansvarlige for & sette seg inn i produktveiledningen og informasjon om produktet. Besgk nettsiden var
www.neogen.com eller kontakt din lokale Neogen-representant eller distributar 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 praver, hdndtering
og laboratorieteknikk kan péavirke resultatene. Matpraven i seg selv kan péavirke 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 ogsa brukerens ansvar & fastsla at alle pravemetoder og resultater tilfredsstiller kundens og leverandgrens krav.
Som med alle testmetoder, utgjer ikke resultatene som oppnas 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

3
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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.

Begrensning av Neogens ansvar

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

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

Komponentene i Neogen macadamiangtteprotein ELISA Kit bar ikke brukes etter utlepsdatoen. Utlgpsdato og
lothummer er angitt pa etiketten pa utsiden av esken.

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

Bruksanvisning
Folg alle instruksjonene naye. Dersom dette ikke blir gjort, kan det fare 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 fagr
bruk. Hver prave behgver 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 vaskelasning, 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 macadamiangtt HRP-konjugat

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

Prevepreparering
Merk: Alle prever bgr ekstraheres med 1X ekstraksjonsbuffer forvarmet til 50-60°C.
1.1 Preparer prgven for proteinutvinning i et rent reagensrar eller engangsrer som beskrevet i tabell 2.

Tabell 2. Prgvepreparering

Prevematriks Prgvemengde | Fortynning (1/10)

Faste naeringsmidler 0,5+0,02g 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 a la prgvene 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 / 00:00:30

_ 5
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ELISA-prosedyre

2.1

Ta en Neogen ELISA-brgnn pr. preve og/eller standard og plasser brennene i brennholderen. Returner de ubrukte
Neogen ELISA-brgnnene til folieposen, forsegle og sett tilbake til lagring ved 2-8°C.

2.2 Bruk Neogen macadamiangttprotein standard konsentrat til & preparere et sett med fire standarder fortynnet i
fortynningsmiddel (1X).
Standardnummer Standardkonsentrasjon Standardvolum tilsatt til 1X Volum av 1X
(ng/mL) fortynningsmiddel fortynningsmiddel
5 270 10 pl av Neogen 990 ul
macadamiangttprotein standard
konsentrat
4 20 200 pl av standard nummer 5 400 pl
3 30 200 pl av standard nummer 4 400 pl
2 10 200 pl av standard nummer 3 400 pl
1 3,33 200 pl av standard nummer 2 400 pl
0 0 0 400 pl
2.3 Pipette 100 pl av hver standard i Neogen ELISA-brgnner.

2.4
2.5

2.6

2.7

2.8

2.9
210
2.11

2,12

Standard O (1X fortynningslgsning)
Standard 1 (3,33 ng/ml) ppb
Standard 2 (10 ng/ml) ppb
Standard 3 (30 ng/ml) ppb
Standard 4 (90 ng/ml) ppb
Standard 5 (270 ng/ml) ppb

Pipette 100 pl av den ekstraherte prgven tilberedt i 1.4 i en Neogen ELISA-brgnn.

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

Sug opp innholdet i Neogen ELISA-brgnnene etter inkuberingen.

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

Pipette 100 pl av 1X macadamiangtt HRP-konjugat i hver Neogen ELISA-brann. Inkuber pa en orbital-ristemaskin
innstilt pa 400 opm ved omgivelsestemperatur i 10 = 2 minutter. Hold platen tildekket i market og plant under dette
trinnet.

Gjenta trinn 2.6 og 2.7 for & fullfgre totalt fire vasker med vaskelgsningen (1X).
Pipette 100 pl Neogen kromogen substratlasning (TMB) i hver Neogen ELISA-brgnn.

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

Etter inkubering, tilsett 100 pul Neogen stoppl@sning i hver Neogen ELISA-brgnn og finn absorbansen (ved 450 nm)
innen 30 minutter.
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00:10:00/omgivelsestemperatur
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00:10:00/omgivelsestemperatur

Resultatanalyse
3.1 Trekk fra gjennomsnittlig bakgrunnsverdi for hver prave (gjennomsnittlig absorbansavlesning av prgven minus
gjennomsnittlig absorbansavlesning av standard null.)

3.2 Bruk en dataprogramvare som er i stand til & generere en fireparameters logisk kurvetilpasning til & konstruere en
standardkurve ved 8 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 ogsa benyttes, de
vil imidlertid veere en mindre presis passform av dataene.
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3.3 Beregn pravekonsentrasjonene ut fra standardkurven, resultatenheten er i ng/ml (ppb). Deretter multipliseres

det med prevefortynningsfaktoren for & fa konsentrasjonen av originalprgven. Hvis, for eksempel, den totale
fortynningen av pragven er 1/100, og pra@vekonsentrasjonen av standardkurven er 200 ng/ml (ppb), er den endelige
prevekonsentrasjonen 200 ng/ml x 100 = 20 000 ng/ml (ppb) som er 20 pg/ml (ppm).

Minimum ytelsesegenskaper

a. Den analytiske deteksjonsgrensen (LOD) er 1,1 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 trettiseks standard null-replikater og beregne den tilsvarende
konsentrasjonen.
b. Kvantifiseringsgrensen (LOQ) er 0,3 ppm
Kvantifiseringsgrensen er definert som det laveste nivaet av allergenet i en testpreve som kan rimelig kvantifiseres
pa et spesifisert presisjonsniva pas3.
Presisjon
Intra-assay presisjon Gjennomsnittlig 5CV =<10 % N=12
Inter-assay presisjon Gjennomsnittlig 5CV =<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.
Symbolforklaring

info.neogen.com/symbols




Neogen Food Safety

Neogen Corporation
620 Lesher Place
Lansing, MI 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

K NEOGEN

Neogen Corporation

620 Lesher Place Lansing, MI 48912 USA

www.neogen.com

Neogen is a trademark of Neogen Corproation.
© Neogen Corporation 2024.
Unauthorized use prohibited. All rights reserved.

Neogen est une marque de commerce de la Compagnie Neogen.
© Neogen Corporation 2024. Toute utilisation non

autorisée est interdite. Tous droits réservés.

FSO0894A



(Portugués) ‘ﬁ ﬁ

Data de emissdo: 2024-01

X NEOGEN

Instrugdes do Produto

Kit ELISA para Proteina de Macadamia

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

Descrigcdo e Uso recomendado do produto

O Neogen® Kit ELISA para Proteina de Macadamia tem a finalidade de detectar proteinas de macadamia em dgua
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 Macadamia utiliza um ELISA sanduiche. As proteinas de macadamia presentes
na amostra reagem com o anticorpo anti-macadamia, que foi adsorvido na superficie dos pogos de microtitulagédo

de poliestireno. Apds a remogéo das proteinas néo ligadas através de enxague, sdo adicionados os anticorpos
anti-macadamia conjugados com peroxidase de rabano (HRP). Estes anticorpos marcados com enzimas formam
complexos com a proteina de macadamia previamente ligada. Apds 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 concentragéo de proteina de macadamia na
amostra testada; assim, a absorgcdo, em 450 nm, é a medida da concentragéo de proteina de macadamia na amostra de
teste. A quantidade de proteina de macadamia na amostra de teste pode ser extrapolada da curva padrao, construida
com base em padrdes de concentragdo conhecida e ajustada para considerar a diluicdo da amostra.

O Neogen Kit ELISA para Proteina de Macadamia 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 Macadamia nao foi avaliado com todos os alimentos,

processos alimentares e protocolos de teste possiveis.

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

Tabela 1. Componentes do Kit

Item Identificagdo Preparacao Armazenamento |Estabilidade
(consulte a se¢do
Preparagao de
Reagente para
detalhes)
Neogen® Pogos ELISA |Um saco de aluminio com uma | Pronto para usar. 2a8°Cemum Feche novamente
para Proteina de placa de 96 pogos destacaveis saco de aluminio |o saco de aluminio
Macadamia revestidos com anticorpos. fechado com contendo pogos
dessecante. nao 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
com HRP e anticorpo (10X) conjugado imediatamente antes |escuro. fica estavel até a
Macadamia (10X) com HRP 10X. do uso para fazer uma data de validade
I solugéo de uso 1X. do kit.
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Diluente 5X.

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

Neogen® Concentrado |Um frasco com uma Consulte asecdode [2a8°C. Nao O Neogen
Padrao de Proteina de |concentragdo conhecida de Procedimento ELISA |congele. Concentrado
Macadamia proteina de macadamia. para preparagao Padrédo de Proteina
padréo. de Macadamia fica
_ estavel até a data
de validade do kit.
Neogen® Diluente (5X) [Um frasco com 50 mL de Diluir 1/5 2a8°C A Neogen Solugdo

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

Neogen® Solugéo de
Enxague (20X)

Um frasco com 50 mL solucédo

de enxague 20X.

Diluir 1/20 para fazer
uma solugdo de uso

2 a8°Ctanto
para solugéo

A Neogen Solugéo
de Enxague 20X

1X. de uso 1X fica estavel até a
quanto para o data de validade
concentrado do kit. A Solucao

de solugdo de
enxague 20X.

de Enxague 1X fica
estavel pelo menos
por uma semana
apds o preparo.

2 a 8°C tanto
para a solugdo

O Tampao de
Extragdo 1X e o

Diluir 1/4 para fazer
uma solucédo de uso

Um frasco com 120 mL de
tampao de extracgdo 4X.

Neogen® Tamp3ao de
Extracdo E26 (4X)

1X. A solugdo de uso |de uso 1X Neogen Tampéo de
deve ser aquecida até |quanto para o Extragdo 4X ficam
50 a 60°C antes do concentrado estaveis até a data
uso. Neogen Tampao |de validade do kit.
de Extragao 4X.
Neogen® Solugao Um frasco com 12 mL de Pronto para usar. 2a8°Cno Proteja da luz. A
de Substrato 3,3’,5,5-tetrametilbenzidina escuro. Neogen Solugéo
Cromogénico (TMB). de Substrato
Cromogeénico fica
estavel até a data
_ de validade do kit.
Neogen® Solugdo de [Um frasco com 12 mL de 0,3 |Pronto para usar. 2a8°C A Neogen Solugéo

M de acido sulfurico. de bloqueio fica
estavel até a data

de validade do kit.

Bloqueio

Materiais ndo fornecidos no kit:

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
Temporizador

Voértice

Banho-maria agitador ou incubadora agitadora

Agitador orbital

Segurancga
O usuario deve ler, entender e seguir todas as informagdes de seguranga nas instrugdes para o Neogen Kit ELISA para
Proteina de Macadamia. Guarde as instrugdes de seguranga para referéncia futura.

A AVISO: Indica uma situagdo de perigo que, se ndo evitada, pode resultar em morte ou ferimentos graves

e/ou danos materiais.

RECOMENDAGAO: Indica uma situagdo potencialmente perigosa que, se ndo evitada, pode resultar em danos materiais.
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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 vestuério 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 liberacdo do produto contaminado:

e  Armazene o Neogen Kit ELISA para Proteina de Macadamia conforme indicado na embalagem e nas instru¢des do
produto.

° Utilize o Neogen Kit ELISA para Proteina de Macadamia para amostras de alimentos e ambiente que foram
validadas internamente ou por terceiros.
Siga o protocolo e realize os testes exatamente conforme especificado nas instrugdes do produto.
A Neogen ndo documentou o uso do Neogen Kit ELISA para Proteina de Macadéamia 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 Macadamia até a data de validade.

° Sempre prepare as solugdes de uso utilizando os reagentes concentrados do Neogen Kit ELISA para Proteina de
Macadamia em temperatura entre 20 e 25°C.
Nao congele o Neogen Concentrado Padrdo de Proteina de Macadamia.
Se a solugdo de substrato cromogénico ficar azul, ndo a utilize. Siga Boas Praticas Laboratoriais' para evitar
contaminagéo cruzada da Neogen Solugédo 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 detecgdo das proteinas alvo.

e  Alguns processamentos de alimentos podem afetar a detecc¢édo de proteinas alergénicas utilizando os produtos
Neogen® Kits Rapidos para Proteinas Alergénicas. Os usudrios 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 Macadamia seguindo Boas Praticas Laboratoriais' para prevenir a
contaminacéo cruzada das amostras.

Consulte a Ficha de dados de segurancga para obter mais informacgdes.

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.neogen.com, ou contate o seu representante ou distribuidor local da Neogen para obter mais informagdes.

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, é importante considerar que fatores externos, como métodos de amostragem,
protocolos de teste, preparo de amostras, manipulagdo e a técnica de laboratério 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 usuério.
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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 USOQ. 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 contetidos do Neogen Kit ELISA para Proteina de Macadamia 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 Macadamia ndo devem ser utilizados apés a data de validade. A
data de validade e o nimero do lote estao 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 Tampéao 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 Extracdo 1X.

c. Neogen Solugédo de Enxague

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

Para preparar o Conjugado com HRP e Macadamia 1X, adicione uma parte de Neogen Conjugado com HRP e
Macadamia (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 Macadamia 1X.
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Preparo da amostra

Observacgao: Todas as amostras devem ser extraidas com o Tampao de Extragédo 1X pré-aquecido entre 50 e 60°C.
1.1 Prepare a amostra para extragdo da proteina em tubo de teste limpo ou descartavel conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Preparo da amostra

Matriz de amostra Tamanho da Dilui¢do (1/10)
amostra

Alimentos sélidos 0,5+0,02g Adicione 4,5 + 0,09 mL de Tamp&o de Extragdo 1X pré-
aquecido

Alimentos liquidos 0,5+0,01 mL Adicione 4,5 + 0,09 mL de Tampéo de Extragao 1X pré-
aquecido

Ultima Agua de Enxague CIP 0,5+0,01 mL Adicione 4,5 + 0,09 mL de Tampao de Extragédo 1X pré-
aquecido

Sélido
‘ [ ]
==
A

] f il ’
U> v 4.5 mL 1X

Extraction buffer

Liquido
[

|

0.5mL 4.5 mL1X

Extraction buffer
[ ]
—_— +
cIP ,
0.5 mL 4.5 mL 1X

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 Apds a incubacéo, 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 pL 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 diluicdo de 1/100 da amostra original).
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50-60°C

00:25:00 ~ »

3000 g / 00:0030

Procedimento ELISA

2.1

Remova um Neogen Pogo ELISA por amostra e/ou padréo e coloque os pogos no suporte de pogos. Devolva os Neogen
Pocos ELISA néo utilizados para a sacola de aluminio, feche novamente e retorne para o armazenamento entre 2 e 8°C.

2.2 Utilizando o Neogen Concentrado Padrao de Proteina de Macadamia, prepare um conjunto de cinco padrées
diluidos em Solucéo Diluente (1X).
Numero do Concentragao Padréo Volume do padrao adicionado | Volume de solugédo Diluente
Padrio (ng/mL) ao Diluente 1X 1X
5 270 10 pL de Neogen Concentrado 990 uL
Padrao de Proteina de
Macadamia
4 90 200 pL do padrao nimero 5 400 pL
3 30 200 pL do padrao nimero 4 400 pL
2 10 200 pL do padrdao nimero 3 400 pL
1 3.33 200 pL do padrao nimero 2 400 pL
0 0 0 400 pL

2.3

2.4
2.5

2.6
2.7

Pipetar 100 pL de cada padrédo nos Neogen Pogos ELISA.

Padréo O (Solucéo Diluente 1X)
Padrédo 1 (3,33 ng/mL) ppb
Padrdo 2 (10 ng/mL) ppb
Padrédo 3 (30 ng/mL) ppb
Padrédo 4 (90 ng/mL) ppb
Padrédo 5 (270 ng/mL) ppb

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 evaporagéo.

Apos a incubacgao, aspire os conteidos do Neogen Pogos ELISA.

Preencha completamente cada Neogen Pogo ELISA com Solugdo 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 pocgos
diretamente em papel absorvente para remover solugcao 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 Macadamia 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
absorcgéo (a 450 nm) dentro de 30 minutos.

o
— y

00:10:00/Temperatura ambiente




(Portugués) ‘ﬁ H

Chromogenic
Substrate Solution

00:10:00/Temperatura ambiente

Analise de Resultados
3.1 Subtraia o valor médio de ruido de fundo para cada amostra (Leitura de absorgdo média da amostra menos a
leitura média de absorgéo do padrdo zero).

3.2 Utilizando um programa de computador capaz de gerar um ajuste de curva logistica de quatro pardmetros,
construir uma curva padréo tragando a concentracdo em ng/mL (ppb) no eixo X e a leitura de absorcéo para cada
padrdo 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.

3.3 Calcular as concentracdes da amostra fora da curva padréo; a unidade de resultado esta 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
concentracao 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 1,1 ng/mL (ppb)

O limite de deteccao 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 padrao ao valor médio de densidade 6ptica de trinta e seis replicatas do padrao zero e
calcular a concentragdo correspondente.

b. O Limite de Quantificagdo (LOQ) é 0,3 ppm

O limite de quantificagdo 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®.

Precisdao
Precisdo Intra-ensaio %CV média = <10% N=12
Precisdo entre ensaios %CV média = <10% N=12
Referéncias
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X NEOGEN
MAnpowopicg tpoiovtog

Kit Aokipaoiag ELISA NMpwteivng Makavtapia

Ev{upLkn 8oKLpr avocoTipoopownong (ELISA) yia tnv TTOGOTLKN AVAAUGCT TWV TMPWIEIVWVY HAKAVTAPLA.
NepLypawn Mpoidvtog Kat ZKoTtog Xpriong

To Neogen® Kit Aokipaotiag ELISA Mpwtelvng Makavtapia pooplletal yla TNV avixveuon Twy TIPWTEIVWV
HOAKaVTApLa o€ VEPO TEALKNG EKTTAUCNG cUoTNUATWVY emLtotiiou kabaplopou (CIP, clean-in-place), meptBaAloviika
Selypata, cuotatikd Tpo@lpwy Kat emegepyaopéva Tipoidvta Tpo@ipwv.

To Neogen Kt Aokipaciag ELISA Mpwteivng Makavtapia xpnotpotolel Sokipaoia ELISA tumou sandwich. Ot
TIPWTEIVEG JAKAVTAWLA TIOU ElVaL TTAPOUCEC 0TO Selypa avTti§pouv e T aVTLOWHATA AVTL-HAKavTApLa, Ttou
€xouv amoppownBel otnv emLpdaveLla YPeATIWVY PLKPOTLTAOTIOLNTH TIOAUCTUPOALoU. MeTd TNV amopdkpuvon

TWV ASE0PEVTWY TIPWTEIVWV PE TTAUGK, TIPOOTIBEVTAL AVTLOWHATA AVTL-HAKAVTAPLA CUZEUYPEVA PE
utepo&elddon ayploparmaviou (HRP). Autd ta onpacpéva pe éviupo avtiowpata oxnpati¢ouv cUPTIAOKA PE

TNV TPONYOUHEVWE SECHEVPEVN TIPWTELVN pakavTdpla. Metd amo éva SeUtepo Bripa AUGNG, To £€vCUPO TIoU
elval SeCPEVPEVO OTOV AVOCOTIPOCPOPNTH AVLXVEVETAL HECW TNG TIPOCBNKNG EVOG XPWHOYOVOU UTIOCTPWHATOG,
3,3',5,5-tetpapeburoBevlLSivn (TMB). H avdmtuén xpwuatog amd autrv tnv eVvCUPATLK avtispaon TToKIAAEL
avdhoya e T CUYKEVTPWON TNG TPWTELVNG HAKAVTAPLA 0TO eEeTAlOPEVO Selypar GUVETIWG, N aroppdPnon, ota
450 nm, elvat éva PETPO TNG CUYKEVTPWONG TG TPWTEIVNG pakavtdpla oto e&etaldpevo Selypa. H moodtnta tng
TpWTelvng pakavtapLa oto gEetalopevo Selypa pmopel va eEayBel pe poekBoAn amd tnv PATUTIN KAUTIUAN, N
otola SnuLloupyeltat amd TPOTUTIA YVWOTHG CUYKEVTPWONG Kal Ttpocappodetatl wote va AngBel uttoyn n apaiwon
Tou &elyparoc.

To Neogen Kut Aokipaciag ELISA Mpwtelvng MakavtauLa poopiletal yLa xprion o€ mepLBAAAoV epyactnplou amo
ETAYYEAPATIEG EKTIALSEVUPEVOUG OTLG EPYAOTNPLAKEG TEXVIKEG. H Neogen Sev £XEL TEKUNPLWOEL TN XPrion autou

TOU TIpoldVTOG O€ Blopnyavieg AANEG aTO eKEVEG TWV TPOWIPWVY Kal TIOTWV. Ma tapadetypa, N Neogen Sev €xeL
TEKPNPLWOEL AUTO TO TIPOLOV YL TOV EAEYXO SELYHATWY PAPHAKEUTIKWY TIPOTOVTWY, KAAUVTLKWY, KALVLIKWV 1)
KTNVLATPLKWV Selypdatwv. To Neogen Kit Aokipaotiag ELISA Mpwtelvng Makavtapia Sev £xel a§lohoynBel pe 6Aa ta
mBavd mpoidvta Tpoipwy, Stepyacieg enegepyaciag Tpo@ipwy Kat TIPWTOKOANA SOKLUWV.

To Neogen Kut Aokipaoiag ELISA Mpwtelvng MakavtauLa TeplExeLl 96 ppedtia, Tou TepLypagovtal otov Mivaka 1.

Nivakag 1. Mepleydpeva Kit

EiSog TautoToinon MNpomtapackeun AmoOnkeuon | Ztabepotnta

(BA. TV evétnTa

"Mpomapackeun

Avtispaoctnpiwv”

yLa AETTTOPEPELEG)
Neogen® dpedtia ‘Eva aAOULVEVLO GOKOUAAKL |‘ETolpo yLa xpron. 2-8°C o€ Ermavacypayilete
Aokipaoiag HE éva TIAaKLSL0 TwV OPPAYLOPEVO | TO AAOUHLVEVLO
ELISA Mpwrtetvng 96 aalpoUpEVWY, OAOUMLVEVLO | OOKOUAAKL TToU
MakavtapLa ETILKOAUPPEVWY PE avTiowpa OOKOUAAKL TIEPLEXEL TA

ppeatiwv. pe Enpavtikd | axpnotpomointa
pE€oo. (PPeATLA KaL TO

ENpavtiko peoo.
®UAACOETE OTOUC
2-8 °Cywa va
SlatnpnBel n
otaBbepoTnTa PEXPL
TNV nuepopnvia
AAENG Tou KLT.
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Neogen® ZUleuypa | 'Eva @laAidio pe 1,5 mL 10X | Apawwote 1/10 2-8°C oe To 10X ouleuypa
Makavtduia HRP AvTLoWPaTOoG ZUCEVYHEVOU | apéow g TIpLY TN OKOTELVO elvat otabepo pexpL
(10X) pe Yriepo&eldaon (HRP) Xpron yLa va XWPO. TNV nUepopnvia
(10X). TIAPACKEVAOETE 1X AAENG Tou KLT.
- SLaAupa epyaotag.
Neogen® ‘Eva LaALSLo pe yvwoTtn Avatpé€te otnv 2-8 °C. To Neogen
ZUPTIUKVWHA OUYKEVTPWON TPWTEIVNG evotnta "Awadikacia [ Na pnv ZUPTIUKVWHA
Mpotutou pakavtayia. ELISA" yLa tnVv katauxetal. | Mpotumou
Mpwteivng TIAPAOKEUN) TOU Mpwteivng
MakavtapLa TipoTUTIoU. Makavtapia givat
otabepd pexpL TNV
TOU KLT.
Neogen® Apatwtiko | Mia @LaAn pe 50 mL 5X Apawwote 1/5 2-8°C To 5X Neogen
(5X) ApalwTikoU. apECWG TIPLV TN AtdAupa ApalwTtikou
Xpron yLa va elvat otabepod péxpL
_ TIAPACKEVAOETE 1X TNV nUepopnvia
SLaAupa epyaotag. AAENG Tou KLT.
Neogen® AldAupa Mia @LaAn pe 50 mL 20X Apawwote 1/20 yla 2-8°Ct600 | To 20X Neogen
MAVoNG (20X) SLoAUpatog MAUoNG. va mapaokevdoste | ylato 1X AtdA\upa MAVonNg
1X SLtahupa StaAupa elvat otabepd péxpL
epyaotag. epyaoctag 600 | tnVv nuepounvia
Kat yla to 20X | ARéng tou Kit. To
CUPTIUKVWHA | 1X AtdAupa MAUoNg
Ala\Upatog | elval otabepo yia
MAUGNG. TOUAGyLOTOV pila
_ gBSopdda petd tnv
TIAPACKEUN).
Neogen® PuButotiko | Mia @LaAn pe 120 mL 4X Apawwote 1/4ytava |2-8°Ctoco | To 1X PuBuiotiko
AtdAupa EkxUAlong | puBpLoTikoU SLaAUpaTog mapaockevdaoete 1X | yltato 1X AtdA\upa EkyUALong
E26 (4X) eKXUALONG. SLaAupa epyaotag. SLaAupa kat to 4X Neogen

To SLdAupa epyactiag
Ba mpEmeL va

epyaoiag 6co
Kat yLa to 4X

PuBpLoTtiko AldAhupa
EkxUALoNg elvat

BeppavBel otoug OUMTIUKVWHA | oTaBepd péxpL TNV
50-60 °C TtpLv tn Neogen nuepopnvia Anéng
xpnon. PuBplotikol | Tou Kit.
AtaAUpatog
EkxUALoNG.
Neogen® AldAupa Mia @LédAn pe 12 mL ‘ETOLMO yLa Xprion. 2-8°Coe MpootateVlete
Xpwpoyovou 3,3,5,5-tetpapebUA- OKOTEWVO aTo o Ywe. To
YTooTpwHaTog Bevl1divng (TMB). XWPO. Neogen AldAupa
Xpwpoyovou
YTooTpwpatog elvat
otabepd pexpL TNV
TOU KLT.
Neogen® AldAupa Mia @LaAn twv 12 mL pe ‘EToLpo yLa xpron. 2-8°C To Neogen AwdAupa

AtakoTiig

0,3 M BeLLk6 0&U.

AtakottAg elvat
otabepd pexpL TNV

nuepopnvia Afgng
TOU KLT.
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YALKA TIOU S€V TIAPEXOVTAL OTO KLT:

Mutéteg akpLBetag kat puyyn TILTETWVY yLa tn cuAoyr) 10 €wg 100 pL

AOKLPOOTLKA CWANVapLa

Zuokeun MAUoNG/avappo@nong TAAKLE{wY PLKPOTITAOU

ATIECTAYEVO I ATILOVIOPEVO VEPO

MAakisLo avdyvwong PLtkpotitAou

ALdopa okelIN Epyactnplou yLa TNV TIAPACKEUN TWV avTldpaotnplwy KAl TWV pUBULOTIKWY SLAAUPATWY
XPOVOUETPO

Avadeutrpag TUTIoU vortex

AVaKLVOUPEVO USATOAOUTPO f AVAKLVOUHEVOG ETTWACTIPAG

Avakvntrpag pe eMeldoeldr) kivnon

AcpdaAeLa

O Xprotng TIPETIEL VA SLABACEL, VA KATAVONOEL KAL VA AKOAOUBEL OAEG TLG TTANPOYOPLEG AOPAAELAG OTLG 0SNYLEG
yta to Neogen Kt Aokipacoiag ELISA Mpwtelvng Makavtdapia. PUAGETe TLg 08nyieg ao@AAeLag yLa HEANOVTLKN
avagpopd.

A NPOEIAOMOIHZH: YTMoSelkvUEL JLa eTLkivSuvn Katdotaaon, N omola, edv Sev ano@euyBel, pmopel va éxel wg
amotéAeopa Bavato 1} coBapd TPAUPATLOMO /KAl Kataotpoyn tsloktnotlag.

YAOAEIZH: YmodelkvUel pla Suvntika emikivéuvn katdotaon, n otola, eav dev anoweuxBel, pmopet
Va £XEL WG ATIOTEAECHA KATAoTPOWr L&LoKTNolag.

A NMPOEIAONOIHZH

M va JELWOETE TOUG KLVSUVOUG TToU oXeTi{ovtal e EKOECN OE XNMULKEG OUGLEG:

e  AmopplYTE CUPPWVA PE TA TPEXOVTA TOTILKA/TIEPLPEPELAKA/EBVLKA/BLOPNXAVIKA TIPOTUTIA KAL KAVOVLOHOUG,.

e O XpNoTNG TIPETIEL VA EKTIALSEVCEL TO TIPOCWTILKO TOU OTLG TPEXOUOEG OPOEG TEXVLKEG EAEYXOU, YLa TIAPASELYHQ,
KaAég Epyaotnplakeg Mpaktikég' r) ISO/IEC 170252,

e AKOAOUBE(TE TTAVTA TLG TUTILKEG EPYAOTNPLAKEG TIPAKTIKEG AOWAAELAG, CUMTIEPLAAUBAVOMEVNG TNG XPONG TNG
KATAAANANG TIPOOTATEVTLKAG evéupaciag Kat tpootactag patiwy otav xelpideote avtidpaotripla.

e Amo@uyete TNV emayr) pe to Neogen AldAupa AlakoTiig, BA. to PUAMO Asdopevwv AcPAAELAG YLa TIPOCOETEG
TANpowopleg acpdaAeLac.

Ma va JELWOETE TOUG KLVSUVOUG TToU GXeTi{ovTal e PEVSWGE APVNTLKA ATIOTEAEGHATA TIOU 08NyoUV GTNV

amoS£GpEUC MOAUGHEVOU TTPOLOVTOG:

e  ®duAdooete to Neogen Kit Aokipaoiag ELISA Mpwtelvng Makavtapia cUP@wva PE TLG UTIOSELEELG 0T
ouoKeuaoia Kal oTLg TAnpoyopieg poidvrod.

e  Xpnowuotolelte to Neogen Kit Aokipaotag ELISA Mpwtelvng Makavtapia yla Selypata tpo@ipwy Kat
TIEPLBAAOVTIKA SELyPATA TIOU £X0UV ETILKUPWOEL EOWTEPLKA 1) aTtd €va Tpito PEPOG.

e AKOAOUBE(TE TO TIPWTOKOANO Kal SLEVEPYELTE TOUG EAEYXOUG AKPLBWE OTIWG TIEPLYPAYPETAL OTLG TIANPOYOPLES
TpoldvToC.

e H Neogen 8ev €xeL TEKUNPLWOEL TN xprion tou Neogen Kit Aokipaciag ELISA Mpwtelvng Makavtduia o
Blopnxavieg AAeg amo ekelveg TwV TPoPPWV Kat TTotwv. MNa apddetypa, n Neogen Sev €XEL TEKUNPLWOEL
aUTO TO TIPOLOV YL TOV EAEYXO SELYHATWY QPAPHAKEUTIKWY TIPOLOVTWY, KAAUVTIKWY, KALVLIKWVY ] KTVLATPLKWY
Selypdtwv.

Ma va JELWOETE TOUG KLVSUVOUG Ttou oxXeTidovtal e avakpLPr armoteAEécHATaA TTOU 08nNyoUV oTNV

amoS£cpEUCN MOAUGHEVOU TTPOLOVTOG:

e  Xpnoluotoleite mavta to Neogen Kit Aokipaciag ELISA Mpwtelvng MakavtapLa péxpL tnv nuepopnvia Anéng.

e [lapaokeuddlete tdvta ta SLaAUpata epyaciag XpnoLUoTIolwVTag Td CUPTIUKVWHEVA avTLSpacTripla Tou
Neogen Kt Aokipaoiag ELISA NMpwteivng MakavtayLa o Beppokpacia 20-25 °C.

Mnv kataUyete to Neogen TupmUkvwpa Mpotumou Mpwtelvng Makavtayia.

Edv to AldAupa Xpwpoydvou YTTIOOTPWHATOG YIVEL ITIAE, PNV TO XPNOLUoTIOLocTE. AKOAoUBe(TeE KaAEg
EpyaotnpLakég MpakTikég' yLa va amno@uyete tnv aAAnAopoAuveon tou Neogen ALOAUPATOG XpWHOYOVoU
YTI00TpWHATOG,.

e Ta Neogen® Kit Aokipaciag AMepyLoyovou Mpwtelvng Sgv tpoopidovtat yla Ttnv avixveuon USPOAUHEVWY
TPWTELVWV.

e  TaNeogen Ktt EAéyxou AN\epyLoyOvwy MpwTelvwy €Xouv oXeSLAOTEL yLa va avixvelouv TpwTelveg amd
eneEepyaocpeva Tpo@LUa POALG StahutototnBouv os Neogen PuBuLotikd AldAupa EkyuALong. OpLopeveg
pEBoSOL emeEepyaotag TPOPLPWY EVEEXETAL VA TIEPLOPLOOUV TNV AVIXVEUG AUTWY TWV TIPWTEIVWV.

3
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e  Oplopéveg peBodol emegepyaoieg TpoWipwy Pmopel va EmNPeAcoUV TNV aviXVeUon TIPWTEIVWY OE TPOWLUA PE
ta Neogen Kit EA€yyxou ANepyLoydvwy Mpwteivwv. OL xprioteg Ba TipemeL va emaAnBelouy OtL n peBodog elvat
KATAAANAN yLa TOV OKOTIO TIOU XPNOLUOTIOLELTAL KABWG KAl OTL AVTATIOKPLVETAL OTLG ATIALTHOELG TOU XPHOTN.

2HMEIQzH

Ma va JELWOETE TOUG KLVSUVOUG TTou oxXeTiovtal e avakpLPn amoteAécpata:

e HotaBepdtnta tou Selypatog PETA TLG EKXUALOELG Sev €xeL aElohoynBel. H Stadikaoia ELISA pémet va
Slevepyeltal apéowg PETA TNV eKXUALoN Tou Selypatoc.

e  Xelpileote ta Neogen Mpotuma Mpwtelvng Makavtdpia cUP@wva pe TG KaAég EpyaotnpLakég MpakTikeg' yla
Va amoYUYETE TNV AAANAOHUOAUVGON TWV SELYHATWV.

YupPBouAeuTeite To PUAO AcSopevwv ACPAAELAG yLa TIPOCBETEG TTANPOWOPLEG.

ra TIANPOYOPLEG OXETIKA PE TNV TEKUNPLWON TNG anddoaong Tou TpoldvTog, ETLOKEPOELTE TNV LOTOOEALSa
WWW.neogen.com 1 ETILKOLVWVIOTE € TOV TOTILKO 0ag avtumpdowto ) Stavopéa tng Neogen.

EuBuvn tou xpRotn

OL xpnoteg elval utteuBuvol va EoLKELWBOUV PE TLG 08nNyleg Kal TLG TIANPOYOopPLEG TOU TIpolovTOoG. ETilokepBe(te TNV
LOTOOEALSa pPag 0To www.neogen.com 1 ETILKOLVWVHOTE PE TOV TOTILKO 0aG avTILTpOowTto 1 Slavopea tng Neogen
yLa TIEPLOCGOTEPEG TIANPOYPOPLEG.

‘OTtWG Kal e OAEG TLG SOKLMACTLKEG HEBGSOUG TIOU XPNGLHOTIOLOUVTAL YLA TNV AVAAUGH TPOWiHWwY, N
MATPA TNG SOKLUNG UTIOPEL Va ETNPEAcEL Ta anoteAéopata. Katd tnv emloyn plag pebddou eleyyou, elval
ONMavTLKO va avayvwpilete 0TL oL eEWTEPLKOL TTapAyovTeG, OTIwG HEBodoL SetypatoAndiag, TPWTOKOAAD EAEYXOU,
TIPOETOLPAcia Kal XELPLOPOG SELYPATWY KAL N EPYACTNPLAKN TEXVLKI UTIOPEL VA EMNPEACOLV Ta anoteAéopata. To
Selypa tpowipou pmopetl to (8lo va emnpedoeL Ta anoteAéopara.

Katd tnv emioyr] ortolacSAmoTte SOKLPAOTLKAG HEBOSOU A TipoilovTog, anoteAel euBUVN Tou Xpriotn N aLoAdynon
ETAPKOUG apLOPoU SELYPATWY TIPOKELPEVOU O XPHOTNG VA SLACPAALCEL OTL N ETUAEYHEVN SOKLPAOTLKN HEB0SOC
TIANpoL Ta KPLTAPLA TOU XPHoTN.

ATtoTeAEL eTtlong euBUVN Tou Xprotn va Kaboploel OTL OAEG oL pEBOSOL SOKLUNG KAl T aTIOTEAECUATA
aVTaToKp{vovTal OTLG ATTALTHOELG TWV TEEAATWV KAl TWV TIPOUNBEUTWY ToU.

'ONwG KaL PE KABe pEB0SO0 EAEYXOU, TA ATTOTEAECHATA TIOU AdpBAvovTal amo Tn XPrjon OTIoLOUSHTIOTE TIPOIOVTOG
Neogen Food Safety §ev cuvLoTOUV €yyUnon Tng TToLOTNTAG TWV PNTPWV 1 TwV SLaSLKacLwy Tou uttoBaA\ovtal o€
€\eyxo.

MNepLopLopdg eyyunoewv/MePLOPLOPEVN aTtoKatacTaon

EKTOZ EAN AHAQNETAI PHTA XE MIA ENOTHTA I'TA MEPIOPIXMENH EITYHZH £THN ATOMIKH

YYZKEYAZIA TOY MPOIONTOZ, H NEOGEN AMOMOIEITAI OAEX TIZ PHTEZ KAI ENNOOYMENEX EFTYHZEIS,
SYMMEPINAMBANOMENQN AAAA OXI MEPIOPIZTIKA, ONMOIQNAHMOTE EFMMYHXEQN EMMOPEYZIMOTHTAX

'H KATAAMAHAOTHTAX A MIA ZYTKEKPIMENH XPHZH. Edv omtolodrmote ipoidv Neogen Food Safety sivat
eAaTTwHAtkO, N Neogen ) o eEoucLodotnpéVog Sltavopéag tng, Katd tnv Kpion Toug, Ba avilkataotrioouy i
ETLOTPEPOUV TNV TLPNA ayopdg TOU TIPoLoVToG. AUTEG lval OL ATTOKAELOTIKEG 0OG ATIOKATAOTACELG. ETilkolvwviote
HE Tov avtLipoowTtio tng Neogen 1) tov e§ouctodotnuévo stavopéa tng Neogen yLa TEPALTEPW EPWTIOELG.

MepLopLopdg tng euBLVNG tng Neogen

H NEOGEN AEN EYOYNETAI I'TA OMOIAAHIMOTE ANQAEIA 'H ZHMIA, EITE AMEZH, EMMEZH, EIAIKH,
SYMMOTQMATIKH 'H ANOGETIKH ZHMIA, ZYMMNEPIAAMBANOMENQN, AAAA OXI MEPIOPIZTIKA, AIAOYTONTQN
KEPAQN. H euBuvn tng Neogen &ev utiepPaivel og kapia mepimtwon kat utto Kapia voptkr Bswpla tnv TLpn ayopdg
TOU TIPOLdVTOG TToU elKACETAL OTL £lval EAATTWHATLKO.

AmtoOrikeuon kat ATtoppLn
duldooete Ta Teplexopeva tou Neogen Kit Aokipaciag ELISA Mpwtelvng Makavtapia otoug 2-8 °C. Na pnv
kataUyetat. PUNACOETE Ta apalwpeva Slalupata pyaciag OTwg TepLypagetat otov MNivaka 1.

Ta ouotatikd tou Neogen Kit Aokipaotag ELISA Mpwtelvng Makavtapia Sev TPETEL va XPNOLOTIOLOUVTAL JETA TNV
nuepopnvia Angng. H nuepopnvia ANgng kat o aptBpog maptidag emonuatvovtal otnv eEWTEPLKN ETLKETA TOU KOUTLOU.

Amoppifte cUPPWVA PE TA TPEXOVTA TOTILKA/TIEPLPEPELAKA/EOVIKA/BLOPNYAVLKA TIPOTUTIA KAL KAVOVLOHOUG.
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06nyieg Xpriong

AkoAouBeite OAeG TLG 08nyleg TTPOCEKTIKA. H pn Tpnon Twv odnylwv pmopel va odnynoeL og avakpLpn
amoteAéopata.

MNpomapackeun AvtiSpactnpiwv
Apnote 0Aa ta avtidpaotrpla va €pBouv o Beppokpacia dwpatiou (20-25 °C) TipLv TN Xprion. Xpnolpomoleite
KaBapd oKeUN epyactnpiou yla va apalwoeTe Kat va anobnkeVoete ta StaAupata epyaaciag.

a. Neogen PubpuiLotiko AtaAupa EkxOALong

Ma va mapaockevdoete 1X PuBuLotiko AldAupa EkxUALong, ipooBéote eva pepog Neogen PuBpLoTikou
Ala\Upatog EkxUALONG (4X) KOl apalwote o€ Tpla YEPN ATILOVICHEVOU 1) atteoTaypPevou vepou. MpoBeppdvete
10 PuBuLOTLKO ALtdAupa EkxUALong (1X) otoug 50-60 °C o€ USATOAOUTPO 1] AVAKLVOUHEVO ETIWACTHPA TIPLV TN
xpron. Kabe detypa anattel 4,5 mL 1X PuBuiotikol AtaAUpatog EkxUALong.

B. Neogen AtdAupa Apatwtikov

Ma va mapackeuaoete SLAAUPA 1X Apalwtikou, TipocBéote éva pépog Neogen ApatwtikoU (5X) o€ téooepa
HEPN ATILOVLOPEVOU 1| aTteoTaypéVou vepoU. KaBe delypa amattel éva cuvolo 4,5 mL StaAupatog 1X
Apatwtikou.

y. Neogen AtdAupa MAVGoNG

Ma va apaockevdoete 1X AtaAupa MAUoNG, pooBéote éva pépog Neogen Alahupatog MAUong (20X) o
19 p€pn aTILOVLIOPEVOU 1) aTtecTaypevVou vepou. KaBe Neogen ®dpedrtio Aokipaociag ELISA amattel epimou
2,5 mL 1X AtaAUpatog MAUonNG.

Znuelwon: O oxnpatlopog kpuotdAwv oto Neogen AtdAupa MAUoNG (20X) prtopet va cupBet edv @uAayBel
otoug 2-8 °C. MNa va Slalvoete Toug KpuotaAoug, Beppdavete to Neogen AtdAupa MAUoNG (20X) otoug
30-35 °C o€ USATOAOUTPO 1) EMWACTAPA TIPLV TIAPACKEUACETE TO AlGAUpa MAUonNG (1X).

6. Neogen ZU{evypa Makavtapia HRP

Ma va napackevdaoete 1X Z0levypa Makavtdpia HRP, pooBéote éva pépog Neogen ZuleUypatog
Makavtapia HRP (10X) kat apatwote o€ 9 pépn StaAupatog 1X ApatwTtikoU. MapaockeuAoTe AUECWG TIPLV TN
xprion. K&dBe Neogen dpedtio Aokipaoiag ELISA amattet 100 pL 1X ZuleVypatog Makavtapia HRP.

Mpomapackeun deilypatog
Inpelwon: OAa ta Setypata mpemeL va ekxUAL{ovtal pe 1X PuBuLOTLKO AldAupa EkyUALONG TIpoBEPUACHEVO OTOUG
50-60 °C.

1.1 MNapackeudote To Selypa yLa eKYUALON TIPWTELVNG O€ éva KaBapd SOKLUAOTIKO CWANVAPLO 1} AVAAWGLHO
OWANVAPLO OTIWG TIEPLYpAYeETaL otov MNivaka 2.

NMivakag 2. Mpomapaokeur| Slypatog

Nivakag Sstypdtwv MéyeBog Apaiwaon (1/10)
Seiyparog
JTEPEA TPOYPLUA 0,5+0,02 g MpocBéote 4,5+0,09 mL poBbeppacpevou 1X

PuBpLotikoU AlaAUpatog EkxUALoNg

Yypa tpo@Lua 0,5+0,01 mL MpocBsote 4,5+0,09 mL poBeppacpevou 1X
PuBpLotikoU AlaAUpatog EkxUALong

Nepd TeAkng EkAuong Zuotnuatwy | 0,5+0,01 mL MpocoBeote 4,5+0,09 mL poBeppacpevou 1X
Eritomiou KaBaplopou (CIP) PuBpLotikoU AtaAupatog EkyUALong
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4.5 mL1X
Extraction buffer

. + ﬁ

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 og avaklvoUPEVO USATOAOUTPO ] AVAKLVOUHEVO EMWACTHPA otoug 50-60 °C
yla 2541 Aemtd. Mia GAAn etiiloyn) lvat va a@rjoste Ta Selyata o€ USATOAOUTPO 1) EMWACTIPA OTOUG
50-60 °C kaL va Ta avaklvelte xelpokivnta yia 1 AeTto kdbe 5 Aemtta.

META TNV ETWaAcn, PuUYoKevTpiote ta Selypata o€ 5000-7000 rpm (3000 x g) yta 20 €wg 30 SeutepdAemta o
OPALPLELAKA CWHATLSLA 1) AYr)OTE TA VA NPEPNACOULV yLa 5 AETITA O 0TATW SOKLUACTIKWY CWANVAPLWV.

TUMEETE 100 pL amd to peoaio (udatikd) otpwpa Kal Tipoobéote to o€ 900 L AlaAUpatog Apatwtikou (1X).
AvadeUoTte 0 avadeuTrpa TUTIOU Vortex I} avakLvnoTe yla va avapei&ete kahd. (Auto avtlotolyel o apalwon

1/100 tou apxLkouL Selypatog.)

50-60 °C
00:25:80

00:05:00

.

= ! _—

2 100l =

= 900yl ==
= ——

3000 g / 00:0030
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Awadikactia ELISA

2.1

Aypatpeote éva Neogen dpedtio Aokipaoctag ELISA avd Selypa ri/kat TipdTUTIO Kal TOTIOBETHOTE TA YpeATLA
OTOV ouyKpatntnpa epeatiwv. EmotpéPte ta axpnotpomnointa Neogen dpedtia Aokipaoiag ELISA oto
OAOUMLVEVLO OOKOUAAKL, ETTAVACPPayloTe Kal BEoTE €k VEOU o€ YUAaEN otoug 2-8 °C.

2.2 Xpnotpomowwvtag to Neogen ZupmiUKvwa Mpotutou Mpwtelvng MakavtayLa, TTapackeUAOTE €va OET TIEVTE
TIPOTUTIWV ApALWPEVWY O ALGAUpA ApalwTikoU (1X).
ApLOpOG Zuykévtpwon MpotuTmou ‘Oykog tpotTUTIOU IOV ‘Oykog tou SLaAupatog 1X
MpotUTOU (ng/mL) mpootélnke oto 1X ApaLwtikoU
ApaLwTLKO
5 270 10 pL Neogen ZUPTIUKVWHATOG 990 pL
Mpotumou Mpwtelvng
MakavtapLa
4 20 200 pL Ttpotumou aplbpog 5 400 pL
3 30 200 pL mtpotumou aplbuoc 4 400 pL
2 10 200 pL potutou aplbudg 3 400 pL
1 3,33 200 pL mpotuTou aplbuog 2 400 pL
0 0 0 400 pL

2.3

2.4

2.5

2.6
2.7

2.8

2.9

Metagépete pe reta 100 pL kdBe potuTou o€ Neogen ®pedtia Aokipaoiag ELISA.

Mpdtuto 0 (1X AtdAupa ApatwtikoU)

Mpdtuto 1 (3,33 ng/mL) ppb

Mpdtuto 2 (10 ng/mL) ppb

Mpdtuto 3 (30 ng/mL) ppb

Mpdtuto 4 (90 ng/mL) ppb

e [poturo 5 (270 ng/mL) ppb

Metapépete pe Tinéta 100 Pl Tou ekYUALOPEVOU SELYPATOG TTOU TIAPACKEUACTNKE 0To Bripa 1.4 o éva
Neogen ®pedtio Aokipaoiag ELISA.

Enwdaote ta Neogen ®pedria Aokipactag ELISA og avakwvntripa pe eAelpoeLdn kivnon pubuilopévo ot
400 rpm o€ Bepuokpacia Swpatiou (20-25 °C) yia 302 AeTtd. ALATnproTe Ta PPEATLA KAAUPPEVA KAl O
emiredn B€on katd tn SLdpkeLa autou Tou BAPAtog yla va anotpePete TNV eEATULON.

META TNV ETWACN, avappoyrote ta meplexdpueva twv Neogen dpeatiwv Aokipaciag ELISA.

Feplote tedelwg kdBe Neogen dpedtio Aokipaaoiag ELISA pe 1X AtdAupa MAUoNG kat avappo@rote. Eav

n TAUON ylvetat xelpokivnta, avaotpePte to TAaKiSL0 kal pi&te/tvdagte ta meplexopeva o€ €va Soxelo
amtoBAATWY KAl XTUTIAOTE TA PPEATLA ATTOTOPA ETIAVW O€ ATIOPPOPNTIKO XAPTL yLA VA APALPECETE TO
UTTOAELTTOPEVO SLAAUPA TTAUONG. ETtavaAdBete auto to Bripa TPELG POoPEG yLa Eva OUVOAO TEGOAPWY TIAUCEWV.

Metapepete pe miumeta 100 pl 1X Zulevypatog Makavtdapia HRP og kdBe Neogen dpedtio Aokipaoiag ELISA.
Enwdote o€ avakwntrpa pe eAMeLPoELST) kivnon pubulopévo og 400 rpm o Beppokpacia Swuatiou yla
10+2 Aemttd. ALaTnprjote To TAAKISLO KAAUPPEVO OE OKOTELVO XWPO KAl OE €TilTiedn B£on Katd tn SLapKeLa
autou Tou Brjpatoc.

ErtavaAdpete ta Bripata 2.6 Kat 2.7 yia va 0OAOKANPWOETE €va GUVOAO TECOAPWY TIAUCGEWVY HE TO ALGAUpa
MALoNG (1X).

2.10 Metawépete pe miuéta 100 gL Neogen AtaAUpatog Xpwpoyovou Yrootpwpatog (TMB) og kaBe Neogen

®pedtio Aokipaotag ELISA.

2.11 Enwdote og avakwntrpa pe eMewpoeldn kivnon pubutopévo og 400 rpm o Beppokpacia Swuatiou yla

10 Aemttd. AlatnproTe To TIAAKISL0 KAAUPPEVO OE OKOTELVO XWPO Kal o€ eTiredn B€on katd tn Stapkela autou
ToUu Bripatoc.

2.12 Metd v enwaon, ipooBéote 100 pL Neogen AtaAUpatog AlakoTiiig o€ kabe Neogen ®pedtio Aokipaotag

ELISA kaL poodLoplote tnVv anoppdénon (ota 450 nm) evtog 30 AETITWV.
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00:30:00/6eppokpaoctia Swpatiou

Chromogenic
Substrate Solution

00:10:00/6eppokpaoctia Swuatiou

AVAAUGCT) ATIOTEAECHATWY
3.1 Ag@aipgote T Péon tpn untofabpou yla kdbe Selypa (Evselgn péong amoppdypnong tou Selypatog petov tnv
€VeLEn péong amoppdPnong tou PNSeVLIKOU TIPOTUTIOU).

3.2 XpnoLPOTIOLWVTAG AOYLOHLKO UTIOAOYLOTH) LKAVO VA TIAPAYEL TIPOCAPHOYH AOYLOTLKAG KAUTIUANG TECOAPWY
TIAPAPETPWY, KATACKEUAOTE PLA TIPOTUTIN KAPTIUAN oxedLddovtag tn ouykevtpwon o€ ng/mL (ppb) otov
agova x Kat Tnv €vEeLgn amoppoynong o€ kabe avtiotolyo TpoTuTo otov agova y. Mmopet eniong va
xpnotpototnBel mpooappoyr) eUTepNG TAENG TTIOAUWVUHLKNG (TETPAYWVLKAG) I} AAANG KAPTIUANG: wotooo, Ba
€lval pLa Alyotepo akpLBng pocappoyn Twy SESOPEVWV.

_ 8
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3.3 YTOAOYLOTE TLG CUYKEVTPWOELG SELYPATOG aTd TNV TIPOTUTIN KAPTIUAN: N HovASa ToU amoTEAECHATOG

elvat ng/mL (ppb). Ztn cuvéxeLa, TTOAATIAQOLAOTE TOV OUVTEAEDTH apalwong Selypatog yia va Adpete tn
OUYKEVTPWON TOU apxLKoU Selypatog. MNa mapadelypa, Eav n cUVOALKN apaiwon tou Selypatog eivat 1/100,
KaL N OUYKEVTPWON Selypatog Tng poOTUTING KAPTIUANG lvat 200 ng/mL (ppb), N TEALK CUYKEVTPWON TOU
Selypatog etvat 200 ng/mL x 100 = 20.000 ng/mL (ppb), To otmoto eivat 20 pg/mL (ppm).

EAd)Lota XapaktnpLotika ATtodoong

a. To'Opuo Avixveuong (LOD) tng avaiuong eivat 1,1 ng/mL (ppb)
To 6plo aviyveuong opidetal wg n xapnAdTEPN CUYKEVTPWON TOU AANEPYLOYOVOU 0TO £EeTalOpeVo Selypa Ttou
pTopel va StakplBel amd éva aAnBég TuAd delypa og kaBoplopévo eminedo mBavotntag®. Mpoodlopiletal
TIPOOBETOVTAG TPELG TUTILKEG ATIOKALOELG OTNV TLPNA PHEONG OTITLKAG TIUKVOTNTAG TpLavta £§L emavaiPewv Tou
HNS&EVIKOU TpOTUTIOU KAl UTTOAOYL{oVTAG TNV avtioToLyn CUYKEVTPWON.

B. ToOpto Moootikol Mpoaodloplopou (LOQ) eivat 0,3 ppm
To 6pLo TIOGOTIKOU TIPOCSLOPLOPOU 0plleTal WG TO XAPNAGTEPO ETHLTIESO TOU AAAEPYLOYOVOU OF EVa
egetalopevo Selypa mou pmopel va toootikotolnBel eVAOYa O€ €va CUYKEKPLUEVO ETITIESO TILOTOTNTAG.

AkpiBeLa

AkpiBeLa evtog dokipaoiag Méeaoog dpog %CV = <10% N=12

AkpiBeLa petafl Sokipactwv Méoog 6pog %CV = <10% N=12

BLBALoypmpLa

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.

Eme§nynon twv ZupBoAwv

info.neogen.com/symbols
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X NEOGEN

Informacje o produkcie

Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach
makadamia

Test immunoenzymatyczny (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) do analizy ilo§ciowej biatek orzecha
makadamia.

Opis i przeznaczenie produktu

Neogen® Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach makadamia jest przeznaczony do wykrywania
obecnosci biatek orzecha makadamia w wodzie pochodzgcej z ostatniego etapu ptukania w systemie CIP (Clean-in-
place), prébkach srodowiskowych, surowcach i w zywnoéci przetworzonej.

W Neogen Zestawie ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach makadamia wykorzystywana jest metoda
Sandwich ELISA. Biatka orzecha makadamia obecne w prébce reagujg z przeciwciatem przeciwko orzechom
makadamia zaabsorbowanym na powierzchni studzienek do mikromiareczkowania z polistyrenu. Po usunieciu
niezwigzanych biatek przez wyptukanie dodaje sie przeciwciata przeciwko orzechom makadamia sprzezone z
peroksydazg chrzanowg (HRP). Takie znakowane enzymem przeciwciata tworzg kompleksy z wczesniej zwigzanym
biatkiem orzecha makadamia. Po zakonczeniu drugiego etapu ptukania enzym wigze sie z immunosorbentem przez
dodanie substratu chromogenicznego, 3,3’,5,5-tetrametylobenzydyng (TMB). Kolor powstaty w wyniku tej reakcji
enzymatycznej jest bezposrednio zwigzany ze stezeniem biatek orzecha makadamia w badanej prébce; w zwigzku z
tym absorbancja na poziomie 450 nm stanowi miare stezenia biatek orzecha makadamia w badanej probce. lloé¢ biatek
orzecha makadamia w badanej prébce mozna wyekstrapolowac ze standardowej krzywej utworzonej ze standardéw
znanego stezenia i dostosowanej w sposob uwzgledniajgcy rozcienczenie prébki.

Neogen Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach makadamia jest przeznaczony do stosowania w
$rodowisku laboratoryjnym przez specjalistow stosownie przeszkolonych w zakresie praktyk laboratoryjnych. Firma
Neogen nie udokumentowata zastosowania tego produktu w gateziach przemystu innych niz zywno$¢ i napoje.
Przyktadowo firma Neogen nie udokumentowata zastosowania tego produktu do badania prébek lekéw, kosmetykdw,
prébek klinicznych ani weterynaryjnych. Neogen Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach makadamia
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 makadamia zawiera 96 studzienek, ktére opisano
w Tabeli 1.

Tabela 1. Sktadniki zestawu

Element Charakterystyka Sposéb Przechowywanie Stabilnosé
przygotowania
(szczegoétowe
informacje
mozna znalezé
w sekcji Sposéb
przygotowania

reagentow)

Neogen® Studzienki Jeden woreczek Gotowe do uzycia. 2-8°C w szczelnie Ponownie uszczelni¢
do oznaczania biatek |foliowy z ptytka zamknietym woreczek foliowy
orzecha makadamia zawierajgcg 96 woreczku foliowym |zawierajgcy
metodg ELISA studzienek pokrytych ze $rodkiem niewykorzystane

przeciwciatami. pochtaniajgcym studzienki oraz srodek

wilgoé. pochtaniajgcy wilgoé.
Przechowywacé

w temp. 2-8°C,
utrzymujgc stabilnos¢
az do terminu
waznosci zestawu.
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Neogen® Koniugat
HRP do oznaczania
orzecha makadamia
(10X)

Jedna fiolka
zawierajgca 1,5

ml przeciwciat
sprzezonych z
peroksydaza
chrzanowg (HRP) 10X.

Przed uzyciem
nalezy niezwtocznie
rozcienczy¢ w
stosunku 1/10,
tworzac roztwoér
roboczy 1X.

2-8°C w ciemnym
miejscu.

Koniugat 10X
zachowuje stabilnos¢
az do terminu
waznosci zestawu.

Neogen® Standardowy
koncentrat do
oznaczania biatek
orzecha makadamia

Jedna fiolka o znanym
stezeniu biatek
orzecha makadamia.

Informacje na temat
standardowego
sposobu
przygotowania mozna
znalez¢ w sekcji
Procedura ELISA.

2-8°C. Nie zamrazad.

Neogen Standardowy
koncentrat do
oznaczania biatek
orzecha makadamia
zachowuje stabilnos¢
az do terminu
waznosci zestawu.

Neogen®
Rozcienczalnik (5X)

Jedna butelka
zawierajgca 50 ml
rozcienczalnika 5X.

Przed uzyciem

nalezy niezwtocznie
rozcienczy¢ w
stosunku 1/5, tworzac
roztwor roboczy 1X.

2-8°C

Neogen Roztwor
rozcienczajgcy 5X
zachowuje stabilnos¢
az do terminu
waznosci zestawu.

Neogen® Roztwor
myjacy (20X)

Jedna butelka
zawierajgca 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 stabilnosé
az do terminu
waznosci zestawu.
Roztwér myjacy 1X
zachowuje stabilnos¢
przez okres co
najmniej jednego
tygodnia od momentu
przygotowania.

Neogen® Bufor do
ekstrakcji E26 (4X)

Jedna butelka
zawierajgca 120 ml
buforu do ekstrakcji
ax.

Rozcienczyé w
stosunku 1/4, tworzac
roztwoér roboczy

1X. Przed uzyciem
roztwoér roboczy
nalezy ogrza¢ do
temp. 50-60°C.

2-8°C zaréwno w
przypadku roztworu
roboczego 1X, jak i
Neogen koncentratu
buforu do ekstrakgcji
4x.

Bufor do ekstrakcji 1X
oraz Neogen Bufor
rozcienczalnika 4X
zachowuja stabilno$¢
az do terminu
waznosci zestawu.

Neogen® Roztwor
substratu
chromogenicznego

Jedna butelka
zawierajgca 12 ml
3,3,5,5-
tetrametylobenzydyny
(TMB).

Gotowe do uzycia.

2-8°C w ciemnym
miejscu.

Chroni¢ przed
$wiattem. Neogen
Roztwér substratu
chromogenicznego
zachowuje stabilnos¢
az do terminu
waznosci zestawu.

Neogen® Roztwor
zatrzymujacy reakcje

Jedna butelka
zawierajgca 12 ml

kwasu siarkowego 0,3
M.

Gotowe do uzycia.

2-8°C

Neogen Roztwor
zatrzymujacy reakcje
zachowuje stabilno$¢
az do terminu
waznosci zestawu.

Materiaty niedostarczane wraz z zestawem:

Pipety i koncéwki pipet do pobierania od 10 do 100 pl
Proboéwki 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
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e  Licznik czasu
e  Wytrzgsarka typu Vortex
e  Kapiel wodna w wytrzgsarce lub inkubator z wytrzgsarka
e  Woytrzagsarka orbitalna
Bezpieczenstwo

Uzytkownik powinien przeczytaé, zrozumieé i przestrzegac¢ wszystkich wskazéwek bezpieczenstwa dotyczgcych
Neogen Zestawu ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach makadamia. 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.

° 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, tacznie 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 makadamia nalezy przechowywaé¢ w sposoéb
podany na opakowaniu i w informacjach o produkcie.

° Neogen Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach makadamia nalezy stosowac¢ w odniesieniu do
prébek zywnosci i probek srodowiskowych poddanych walidacji wewnetrznej lub przez niezalezne organizacje.

° Nalezy postepowacé 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 makadamia w gateziach przemystu innych niz zywnos$¢ i napoje. Przyktadowo firma Neogen nie
udokumentowata zastosowania tego produktu do badania probek lekow, kosmetykow, 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 makadamia z waznym
terminem waznosci.

° Roztwory robocze nalezy zawsze przechowywac przy uzyciu stezonych reagentéw Neogen Zestawu ELISA do
wykrywania biatek obecnych w orzechach makadamia w temperaturze 20-25°C.
Standardowego koncentratu do oznaczania biatek orzecha makadamia Neogen nie nalezy zamrazad.
Jesli kolor roztworu substratu chromogenicznego zmieni sie na niebieski, nie nalezy go uzywacé. 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.

° 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.
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e  Aby zapobiec zanieczyszczeniu krzyzowemu standardowe roztwory do oznaczania biatek orzecha makadamia
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 makadamia nalezy przechowywac¢ 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 makadamia 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.

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$é Neogen Buforu do ekstrakcji (4X) i
rozcienczy¢ jg w trzech czesciach wody dejonizowanej lub destylowanej. Przed uzyciem nalezy wstepnie ogrzac
bufor do ekstrakcji (1X) do temp. 50-60°C w kapieli wodnej lub inkubatorze wstrzgsowym. Na kazdg probke
potrzebne jest 4,5 ml buforu do ekstrakcji 1X.
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W celu przygotowania roztworu rozcienczajgcego 1X nalezy dodaé jedng cze$é Neogen rozcienczalnika (5X) na
cztery czesci wody dejonizowanej lub destylowanej. Na kazdg probke potrzebne jest tgcznie 4,5 ml roztworu
rozcienczajgcego 1X.

Neogen Roztwér rozcienczajacy

Neogen Roztwoér myjacy

W celu przygotowania roztworu myjgcego 1X nalezy doda¢ jedng cze$é¢ Neogen roztworu myjgcego (20X) na 19
czesci wody dejonizowanej lub destylowanej. Na kazdg studzienke Neogen ELISA potrzebne jest okoto 2,5 ml
roztworu myjacego 1X.

Uwaga: W przypadku przechowywania Neogen roztworu myjgcego (20X) w temperaturze 2-8°C moze doj$¢ do
tworzenia sie krysztatkéw. W celu rozpuszczenia krysztatkéw przed przygotowaniem roztworu myjgcego (1X)
nalezy ogrza¢ Neogen roztwér myjacy (20X) do temp. 30-35°C w kapieli wodnej lub inkubatorze.

Neogen Koniugat HRP do oznaczania orzech6w makadamia

W celu przygotowania koniugatu HRP do oznaczania orzechéw makadamia 1X nalezy dodac jedng cze$é
Neogen koniugatu HRP do oznaczania orzechéw makadamia (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 makadamia 1X.

Przygotowanie prébek
Uwaga: Wszystkie prébki 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 probek

Macierz prébki Wielko$é Rozcienczenie (1/10)
prébki
Produkty spozywcze w postaci statej 0,5+0,02g 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 pochodzaca 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

4.5 mL1X
Extraction buffer

Produkt w postaci ciektej
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0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

cip L )

0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2 Inkubowadé rozcieniczone probki we wstrzgsowej kapieli wodnej lub inkubatorze wstrzgsowym w temp. 50-60°C
przez 25 £ 1 minut. Inny sposéb polega na pozostawieniu probek w kapieli wodnej lub inkubatorze w temp. 50-60°C i
wstrzgsaniu recznie przez 1 minute co 5 minut.

1.3 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 pozostawié je do opadniecia 5 minut w stojaku na probdéwki testowe.

1.4 Pobra¢ 100 pl ze $srodkowej (wodnej) warstwy i dodaé je do 900 pl roztworu rozciefAczajgcego (1X). Odwirowaé lub
wstrzagsngé w celu doktadnego zmieszania (odpowiada to rozcieficzeniu oryginalnej préobki w stosunku 1/100).
50-60°C
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Procedura ELISA

2.1 Wyja¢ jedng 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 makadamia, przygotowac zestaw
pieciu standardowych roztworéw rozciericzonych w roztworze rozciericzalnika (1X).

Numer Stezenie standardowego Objetosé standardowego Objetosé roztworu
standardowego roztworu roztworu dodana do rozcienczalnika 1X
roztworu (ng/ml) rozcienczalnika 1X
5 270 10 pl Neogen standardowego 990 ul

koncentratu do oznaczania
biatek orzecha makadamia

4 20 200 pl standardowego roztworu 400 pl
numer 5

3 30 200 pl standardowego roztworu 400 pl
numer 4

2 10 200 pl standardowego roztworu 400 pl
numer 3

1 3,33 200 pl standardowego roztworu 400 pl
numer 2

0 0 0 400 pl

2.3 Odpipetowaé 100 pl kazdego standardowego roztworu do studzienek ELISA Neogen.

Standardowy roztwér O (1X roztwér rozcienczalnika)
Standardowy roztwér 1 (3,33 ng/ml) ppb
Standardowy roztwér 2 (10 ng/ml) ppb
Standardowy roztwér 3 (30 ng/ml) ppb
Standardowy roztwér 4 (90 ng/ml) ppb
Standardowy roztwér 5 (270 ng/ml) ppb

2.4 Odpipetowaé 100 pl wyekstrahowanej probki przygotowanej w kroku 1.4 do studzienki ELISA Neogen.

2.5 Inkubowaé 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 pozostawié przykryte, aby zapobiec odparowaniu.

2.6 Po zakonczeniu inkubacji zaaspirowac¢ zawarto$é studzienek ELISA Neogen.

2.7 Catkowicie wypetnic¢ kazdg studzienke ELISA Neogen roztworem myjgcym 1X i zaaspirowac go. W przypadku
recznego ptukania nalezy odwrécié ptytke i przela¢/wytrzasngé zawarto$é do pojemnika na odpady i mocno
uderzy¢ w studzienki na papierze chtonnym, usuwajac pozostatosci roztworu myjgcego. Powtdrzyé ten etap
trzykrotnie dla wszystkich czterech ptukan.

2.8 Odpipetowaé 100 pl koniugatu 1X HRP do oznaczania orzechéw makadamia do kazdej studzienki ELISA Neogen.
Inkubowaé¢ w wytrzgsarce orbitalnej ustawionej na 400 obr./min w temp. pokojowej przez 10 * 2 minut. Podczas
tego etapu ptytka powinna byé przykryta (brak dostepu éwiatta) i wypoziomowana.
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2.9 Powtérzyé kroki 2.6 i 2.7, przeprowadzajgc wszystkie cztery ptukania przy uzyciu roztworu myjgcego (1X).
2.10 Odpipetowaé 100 ul Neogen Roztworu substratu chromogenicznego (TMB) do kazdej studzienki ELISA Neogen.

2.11 Inkubowa¢ 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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Analiza wyniku
3.1 Odjg¢ érednig warto$é zaktdcen dla kazdej prébki (§redni odczyt absorbancji probki minus $redni odczyt
absorbancji wzorca zerowego).
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Za pomocg oprogramowania komputerowego umozliwiajgcego wygenerowanie dopasowania krzywej logistycznej
czterech parametrow nalezy stworzy¢ krzywa roztworu standardowego przez przedstawienie stezenia w ng/ml
(ppb) na osi x, a odczytu absorbancji dla kazdego odpowiedniego roztworu standardowego na osi y. Mozna rowniez
wykorzystaé wielomian drugiego stopnia (kwadratowy) lub inne dopasowania krzywej; bedg one jednak stanowic¢
mniej precyzyjne dopasowanie danych.

Obliczy¢ stezenia probki krzywej roztworu standardowego; jednostka wyniku to ng/ml (ppb). Nastepnie
nalezy pomnozy¢ wynik przez wspoétczynnik rozcienczenia prébki w celu uzyskania stezenia oryginalnej
prébki. Przyktadowo: jesli catkowite rozcienczenie prébki wynosi 1/100, a stezenie probki krzywej roztworu
standardowego wynosi 200 ng/ml (ppb), ostateczne stezenie probki 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 1,1 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®. Okresla sie jg przez dodanie trzech
odchylen roztworu standardowego do $redniej wartosci gestosci optycznej trzydziestu szesciu kopii wzorca
zerowego i obliczenie odpowiedniego stezenia.
b. Granica kwantyfikacji (LOQ) wynosi 0,3 ppm.
Granice kwantyfikacji okresla sie jako najnizsze stezenie alergenu w prébce testowej, jakie mozna wyodrebni¢ w
granicach rozsadku z konkretnym poziomem doktadnosci®.
Doktadnosé
Doktadno$¢ wewnatrztestowa Srednia %CV = <10% N=12
Doktadnos¢ miedzytestowa Srednia %CV = <10% N=12
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ELISA Ha6bop (npoTenH opexa Makagamumn)

MMmmyHodpepMeHTHbIV aHanus (ELISA) ons Kkonn4yecTBeHHOV OLLEHKM NPOTEUHOB Oopexa MaKaAaMunmu.

OonucaHue n npegHasHayvyeHue npoaykKTa

Neogen® ELISA Habop (npoTenH opexa MakagamMumn) npefHa3HayeH A19 o6Hapy>XeHWs NpoTenHOB opexa
Makagamunu B duHanbHoM Boje npu b6espasbopHoii unctke (CIP), npobax 13 okpyxatoLein cpespbl, MULLEBbIX
NHTpeAneHTax 1 NULLEeBbIX MPOAYKTax, MOABEPrLUNXCA TEXHONOrMYeCcKon obpaboTke.

Neogen ELISA Habop (npoTenH opexa Makagamum) Ncnonb3yeTcs C NpUMeHeHneM CIHABNY-TEXHUKMN.
MpucyTcTBytOLLME B MPOo6e NpoTenHbl Opexa Makajamum B3aMOAENCTBYHOT C aHTUTelaMy opexa Makajammuy,
MOrNOLLEeHHbIMY MOBEPXHOCTbIO MOINCTUPONOBbLIX MUKPOTUTPALMOHHBIX A4eek. [ocne yaaneHnsa cBob60o4HbIX
NPOTEeNHOB MyTeM NPOMbIBaHUA J06aBASIOTCS aHTUTENa opexa MakajamMum, KOHbHIMPOBaHHbIE C MepPOKCNAA30M
xpeHa (HRP). 3T MeueHHble pepMeHTOM aHTUTEeIa 06Pa3yoT KOMMJIEKCHbIE COeAMHEHUS C paHee CBA3aHHbLIM
NpoTenHOM opexa Makajamuu. MNocne BTOPOro atana NpoMbIBaHUS 06HapyXnBaeTcs GpepMeHT, CBA3aHHbIN

C UMMYHOCOP6EeHTOM, NyTeM A0b6aBNeHNsA XPOMOTreHHOro cybctpaTa, 3,3,5,5-TeTpameTnnbeH3sngmHa (TMB).
M3MeHeHwVe LBeTa BC/ieACTBME 3TON pepMeHTaTUBHOW peakuum NponucxXoamT B MPSIMOA 3aBUCUMOCTW OT
KOHLIeHTpaLmy NpoTenHa opexa MakagaMum B ncciegyemoni npobe. Takmm obpasom, abcopbuusa npu anmHe
BOJIHbI 450 HM sIBNSieTCA NokasaTesieM KOHLEeHTpauum npoTerHa opexa MakagaMnu B nccsiesyeMoi rnpobe.
KonnyecTtBo npoTerHa opexa MakagaMmun B Uccnesyemor npobe MOXHO 3KCTPanoanmpoBaTk Mo CTaHAAPTHOM
KPWBOW, MOCTPOEHHOW Ha OCHOBaHWW CTaHAAPTHBLIX PaCTBOPOB M3BECTHOM KOHLIEHTPALMKN 1 CKOPPEKTUPOBAHHOM
B 3aBNCUMOCTW OT CTeMeHN pasBeseHuns Npoobl.

Neogen ELISA Habop (npoTenH opexa Makagamum) npejHa3HayeH 419 NCNob30BaHUS B 1abopaTOpPHbIX
YCNOBUSAX CNeLmnanmcTaMm, KoTopble NpoLUan NpopeccnoHanbHy NoAroToBKY Mo BOMPOcam MeToA0B
nabopaTopHbIX nccnegosaHuin. KomnaHua Neogen JOKYMeHTa/lbHO He MOATBEPXKAana BO3MOXHOCTb
MNCNONb30BAHMNA 3TOrO NPOAYKTA B APYrMX OTPACAAX MPOMBbILLIEHHOCTW, KPOMe 0Tpac/iv NpPou3BOACTBaA NPOAYKTOB
NUTaHWA 1 HaNWUTKOB. HanpumMep, koMnaHva Neogen He noATBepxana 40KYMEHTa/lbHO BO3SMOXHOCTb
MNCMOJIb30BaHMA 3TOrO NPOAYKTa A/15 TeCTUPOBaHUA GapMaLeBTUUYECKNX, KOCMeTUYECKMX, KIMHUYECKUX UK
BeTepuHapHbIx Npob. Neogen ELISA Habop (npoTenH opexa Makagamum) He OLLeHNBANCA CO BCEMU BO3MOXHbIMU
nULLEeBbIMY NPOAYKTaMK, npoLeccamy 06paboTkm NMPOAYKTOB U MPOTOKOIAMM aHaNn3a.

Neogen ELISA Habop (npoTenH opexa Makagamun) cogepxmnT 96 sueek, KOTopble OnKrcaHbl B Tabauue 1.
Ta6nuua 1. KoOMNOHEHTbI KOMMJIeKTa

dnemeHT O603HayeHmne MoarotoBKa XpaHeHue YCcTO/UMBOCTDb
(cm. noppo6Hee
B pa3sfene
«lMoaroTtoBkKa
peareHToB»)
Auenkn cncremsl OaunH [oTOBO K 2-8°CsB MNosTOpHO
«Neogen® ELISA $ONbrmpoBaHHbI MCMONb30BaHMIO. [repMeTUYHOM repmMeTuMpyinTe
Habop (NpoTeunH nakeT C MAaHLLeTOM $onbrmMpoBaHHOM $ONbrmpoBaHHbI
opexa Makagamumn)» |13 96 CbeMHbIX d4yeek, rnakete c nakeT, coAepXaLLnii
MOKPbITBIX aHTUTENaMMU. B/IaronorsioTUTesieM. | HeMCnob30BaHHbIe
AYENKN N
BJIAaronorsioTuTesb.
[Ona nopaepxaHus
YCTOMYMBOCTU
XpaHuTe npun
Temnepartype 2-8 °C
[0 NCTeYeHNs cpoka
rogHocTn Habopa.
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Neogen® KoHbtoraT
HRP gna opexa
Makagammm
(10-kpaTHbIiA)

OaHa amnyna ¢

1,5 mn 10-kpaTHOro
KOHLleHTpaTa
aHtuten (10X),
KOHBIOMMPOBAaHHBIX C

YTobbl caenatb
1-KpaTHbI
pabounii pacTeop,
pa3sejuTe B
cooTHoLeHunn 1/10

2-8 °C B TEMHOTe.

10-KpaTHbIl
KOHBIOraT yCTONUMB
A0 NCTeYyeHns cpoka
roAHocTV Habopa.

NnepoKc1Aasol XxpeHa |HenocpeacTBEHHO
- (HRP). nepes
VICMOb30BaHNEM.
Neogen® OaHa amnyna CraHgapTHyto 2-8 °C. He Neogen
CTaHAapTHbIN C N3BECTHOM npoueaypy 3amMopaxuBainTe CTaHAapTHbIN
KOHLeHTpaT KOHLeHTpaumeri NOArOTOBKM NPOAYKT. KOHLeHTpaT
npoTenHa opexa npoTenHa opexa CM. B pa3gene npoTenHa opexa
Makagammm Makazamunu. «[Mpoueaypa Makajamunm
ELISA». YyCTONUMB A0
_ VcTeueHns cpoka
rofHOCTV Habopa.
Neogen® OanH dnakoH ¢ YT06bI CAeNaTh 2-8°C 5-KpaTHbI
PazbaButenb 50 mn 5-kpaTHoro 1-KpaTHbI Neogen PacTBop
(5-KpaTHbI) pa3sbaBuTens. pabouunin pacTteop, pa3baBuTens
passeanTe B yCTOMUMB 0
cooTHoOLWeHunn 1/5 NCTeYeHMs CpoKa
HernocpeACcTBEHHO roAgHocTn Habopa.
MCNOJ1Ib30BaHNEM.
Neogen® PactBop OavH dnakoH c 50 mn | YTObLI caenatb 2-8 °C pns 20-KpaTHbI
AN151 NPOMbIBaHMSA 20-kpaTHoOro pacteopa |1-kpaTHbIi 1-kpaTHOro Neogen PactBop

(20-kpaTHbI)

ANA NPpOMbIBaHUA.

pabounii pacTeop,
pa3sBeauTe B
COOTHOLUEHWMN
1/20.

pabouero pacTBopa
1 20-kpaTHoro
KOHLIeHTpaTa
pacTBopa Ans
NpPOMbIBaHMs.

4151 NPOMbIBaHMA
yCTON4MB A0
NCTeyYeHns cpoka
roAHoOCTV Habopa.
1-KpaTHbIN pacTBop
AN MPOMbIBaHNSA
YCTOMYMB KaK
MUHVMYM B TeUyeHune
OfHOW Hejenw nocne

NOAroTOBKMW.
Neogen® OanH $nakoH co YT06bI CACNATE 2-8 °C ans 1-KpaTHbIN
DKCTPaAKLMOHHbIN 120 mn 4-kpaTHOro 1-KpaTHbI 1-kpaTHOro 3KCTPaKLNOHHBbIN
6ydep (4-KpaTHbIN)  |3KCTPAKLMOHHOIO pabounii pactBop, |pabouyero pactsopa |6ydep u

E26 bydepa. pasBeaunTe B 1 4-KpaTHOro 4-kpaTHbIi Neogen

COOTHOLLEHUN
1/4. Nepep
MCMoNb30BaHVeM
HarperiTe pabouuin
pacTtsop o 50-

60 °C.

KoHLeHTpaTa Neogen
IKCTPAKLMOHHOrO

6ydepa.

IKCTPaKLNOHHbIN
6ydep ycTonumBhI
A0 VCTeyeHns cpoka
roAHoOCTM Habopa.
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Neogen® PactBop OanH dnakoH c 12 mn | FoToBo K 2-8 °C B TeMHOTe. BeperuTe oT cBeTa.
XPOMOreHHOoro 3,3,5,5- MCNOb30BaHMNIO. Neogen PactBop
cybcTpata TeTpameTunbeH3nanHa XPOMOreHHOro
(TMB). cybcTpaTa ycTonums
_ [0 ICTeUeHNS CPOoKa
rogHocTn Habopa.
Neogen® OanH dnakoH c 12 mn | FoToBo K 2-8 °C Neogen
OcTaHaBNMBaOLWNI | CcepHOM KNCNOTbI B NCNONb30BaHNIO. OcTaHaBnMBaroLLMi
pacTBop KOoHUeHTpauummn 0,3 M. pacTBOp yCTONUMB
[0 NCcTeveHns cpoka
_ rogHOCTN Habopa.

MaTepmanbl, KOTOPbIE HE MNOCTaBAAKTCA B Ha6ope:

NpeLn3nNoHHbIe MUNETKM U HAKOHEYHNKW ANA nneTok Ha 10-100 Mk;

npo6upku;

YCTPOWMCTBO AN NPOMbIBaHNS AW aCNUpaum MUKPOTUTPALIMOHHbLIX MaHLLIETOB;
AVCTUNNNPOBAHHAsA UV AeVNOHN3NPOBaHHAasA BOAQ;

aBTOMaTMyecKoe CHUTbIBatoLLLee YCTPOMCTBO 415 MUKPOTUTPALMOHHBIX NAaHLLETOB;
pasnnyHas nabopaTopHas nocysa AN NOArOTOBKM peareHToB 1 bydepHbIX pacTBOPOB;
Tarimep;

BUXPEBOV CMecuTenb;

BOZAHasA baHsA-LLenKkep UK Wenkep-nHKybaTop;

opbuTanbHbIN LWenkep.

TexHnKa 6e30nacHOCTU

MNMonb3oBaTenb AOHKEH NPOYECTb, MOHATb U COHM0AATL BCE YKa3aHUs Mo TeXHVKe 6e30MacHOCTY B MHCTPYKLNSAX K
cncteme «Neogen ELISA Habop (npoTenH opexa MakagaMmunm)». CoxpaHUTe MHCTPYKLMM MO TeXHMKe 6e30nacHOCTHr
A5 NCNONb30BaHNS B Aa/IbHENLLEM.

A NPEAYNPEXAEHUE.

YKa3bIBaeT Ha OMaCHYH CUTyaLuto, KOTopas, eC/iv ee He N36exaTb, MOXEeT NPUBECTM K
CMepTV UV TSXKENION TpaBMe 1 (UNIn) K MOBPEXAEHMIO UMYLLECTBA.

YBEAOMJTEHUE. Yka3biBaeT Ha NOTEHLMAaNbHO OMACHYH CUTyaLuto, KOTOpasi, eCiv ee He n3bexars,

MOXET NMpuBeCTU K MoBpeXXAeHNI0 MMYyLLECTBA.

A NPEAYNPEXAEHUE

[ns cHMKeHMs pUCKOB, CBA3AaHHbIX C BO34E/CTBMEM XMMUYECKMX BELLLECTB, Npuaep>XuBainTecb

nepevyuncNIeHHbIX HMXKe peKoMeHAaLUnA.

e  YTUAM3MPYATE B COOTBETCTBUM C TEKYLLIMMU MECTHbIMW, PerMoHaibHbIMU, HALMOHaNbHbIMK, OTPac/ieBbIMU
CTaHAapTamMu N Hopmamu.

e [lonb3oBaTesib AO/KEH 06YUNTb MepCoHan HagaexalymMm MeToAKaM NpoBeAeHNs aHann3a, Hanpumep B
COOTBETCTBUU C NpaBuiaMn «Hagnexaluasa nabopatopHasa npakTuka»' nam ctaHgaptom ISO/IEC 170252,

e Ob6nA3aTenbHO cobatofariTe cTaHAAPTHbIE N1abopaTOpHbIe Mepbl obecneyeHnss 6€30MacHoOCTH, B TOM Yncie
MCMONb3yliTe 3aLMTHYH OAexay U CpeACTBa 3alluTbl a3 Npuy paboTe C peareHTamMu.

e  VI3beralite koHTakTa Neogen OcTaHaBNMBaKOLLEro pacTBopa € Koxew. lonoNHUTeNbHYH MHPOPMAaLMIO O
TexHuKe 6e30MacHOCTM CM. B NacrnopTe 6e30nacHOCTX MaTepuana.

ANnA cHNXXKeHns PUCKOB, CBA3aHHbIX € MOJlyYeHVEM JIOXKHOOTpULLATEe/IbHbIX pe3y/ibTaToB N MPOU3BOACTBOM

3arpsisHeHHbIX NPoAYKTOB, He06xoa4MMO cobnoaaTh cneayloLlme npasuna.

e  XpaHuTe Neogen ELISA Habop (NpoTenH opexa MakagaMmnu) CornacHo ykasaHusaM Ha yrnakoBke 1
VIHCTPYKLUMAM K npenapary.

e  Wcnonb3yrite Neogen ELISA Habop (mpoTenH opexa Makagamunm) Ans npo6 nuLLeBbIX NMPOAYKTOB 1 MPo6 n3
OKpY>KatoLLen cpesbl, KOTOpble NPOLUIY BHYTPEHHIOK U CTOPOHHIOK NPOBEpPKY.
CobntogariTe MPOTOKO U BbIMOMHANTE TeCTMPOBaHMeE B CTPOTOM COOTBETCTBUM C MHCTPYKLMSAMIN K penaparTy.
KomnaHus Neogen foKyMeHTa/IbHO He MOATBEPXa/ia BO3MOXHOCTb MCMOMb30BaHUSA cncteMbl «<Neogen ELISA
Habop (MpoTenH opexa Makafamum)» B ApYrnx oTpacasx, Kpome Npov3BOACTBa NPOAYKTOB MUTaHUA U HaNnTKOB.
Hanpvmep, komnaHua Neogen He NoATBepPXAana AOKYMEHTaNbHO BO3MOXHOCTb UCMOJ1b30BaHNS 3TOro
NPoAyKTa A/ TeCTUPOBaHNSA papMaLieBTUYECKMX, KOCMETUYECKUX, KNVHUYECKUX U BETEPUHAPHBLIX Npob.
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Ana CHMXKeHUs PUCKOB, CBA3aHHbIX C MOJlyYeHMEM HETOUHbIX pe3yNbTaToB 1 MPON3BOACTBOM

3arpsisHeHHbIX NPOAYKTOB, Heo6XxoAMMO cobnogaTh cneayioLme npasuna.

e  Bcerga ncnonb3yiite Neogen ELISA Habop (npoTenH opexa Makagamum) fo ncteveHns cpoka rogHoCTy.

e  Bcerga nogrotaenveainTe pabourie pacTBOPbI C MOMOLLbIO KOHLLEHTPVPOBAHHbIX peareHToB CUCTEMBI
«Neogen ELISA Habop (npoTenH opexa Makagamum)» npu Temnepatype 20-25 °C.

He 3amopaxmBainTe Neogen CTaHAapPTHbIV KOHLLEHTPAT NpoTenHa opexa MakagamMun.

Ecnn pacTBop XpOMOreHHoOro cybcrpaTa cTajn CUHUM, He UCMONb3yinTe ero. Bo nsbexaHve nepekpecTHOro
3arpsasHeHuna Neogen PacTBopa XpoMoOreHHoro cybcrpata cobntogarite npasuna «Hagnexawas
nabopaTopHas npakTuka»'.

e Neogen® Habopsbl anst aHa/M3a annepreHoB NPOTEMHOB He NpeAHa3Ha4veHbl 419 06Hapy>KeHUs
rMAPOSIN30BaHHbLIX 6e1KOoB.

e Neogen Habopbl g5 onpejeneHus annepreHos paspaboTaHbl 419 06HapyXXeHWs 6e/1KoB 13 06paboTaHHbIX
NULLEBbIX MPOAYKTOB Noc/e nx pacteopeHna B Neogen bydepe ans skcTpakumm. HekoTopble MeTo/b!
06paboTKM NULLEBBIX MPOAYKTOB MOTYT OrpaHNYMBaTh OBHapyXeHWe 3TUX 6e/IKOB-MULLIEeHE.

e  TexHONorMa o6paboTKM HEKOTOPLIX MULLIEBbLIX MPOAYKTOB MOXET NOBAUATL Ha onpejeneHne nuLLeBbiX
6enKkos ¢ nomoLlbto Neogen HabopoBs A9 onpegeneHns annepreHos. [Monb3oBaTenn JOMKHbI yoeanTb s,
YTO MeTOJ, COOTBETCTBYET X Liean 1 TpeboBaHAM.

YBEAOMJIEHUE

ﬂ.l‘lﬂ CHM>KeHUA PUCKOB, CBA3aHHbIX C HETOYHbIMW pe3yibTaTaMu, anAep)KMBaﬁTer nepevyncieHHbIX

HU>Ke peKoOMeHAaLMiA.

e  YCTONUMBOCTb NPO6 Mocae 3KCTpakLMK He oueHmBanach. MNpoueaypy ELISA cnegyeT BINONHATL cpasy nocie
3KCTPaKLUUN NPO6bI.

e  Bo n3bexaHne nepekpecTHOro 3arpsisHeHns Npob npu pabote ¢ Neogen cTaHAAPTHLIMU pacTBOPaMu
npoTenHa opexa Makazamum cobntogainte npasuna «Hagnexalas nabopaTopHasi MpakTuka»'.

JlononHutenbHyo MHPoOpMaLMIO CM. B nacnopTe 6e30MacHOCTY NPOAyKTa.

MonyunTb MHPOPMALMIO O JOKYMEHTa/IbHOM MOATBEPXAEHUM XapaKTePUCTUK NPOAYKTa MOXHO Ha Be6-caiiTe
www.neogen.com 60 y MEeCTHOTro NpeACcTaBUTeNs UAN ANCTpUBLIOTOpa KoMnaHmm Neogen.

OTBeTCTBEHHOCTb Nosb3oBaTenei

Monb3oBaTeNn HecyT NOJIHYH OTBETCTBEHHOCTb 3@ 03HAKOMEHMNE C MHCTPYKLUMSMU 1 MHPOopMaLmei 06
MCNonb30BaHUK Npenapara. ns nonyyeHuns 6onee NoApo6HON MHPOPMaLMIN NOCETUTE HALL Beb-caliT no agpecy
Www.neogen.com /60 CBSXXUTECH C BaLLVIM MeCTHbIM NpeacTaBuTeneM unm auctpubbotopom Neogen.

Kak n B cnyyae ¢ n1o6biMu MeToAaMM TeCTUPOBaHUA A1 aHaNU3a NULLEBbIX NPOAYKTOB, TeCToBas
MaTpuLLa MOXKET NOB/UATL Ha pe3ynbTaTbl TeCTUpoBaHUS. [py BbIGOpe MeToAa NcCneA0BaHNS BaXKHO
MOHMMaTb, YTO Ha pe3ynbTaTbl NCCNEA0BAHNS MOTYT BANSATL BHeELLHMe GaKTopbl, HanpuMep MeToA 3abopa nNpob,
NPOTOKON NCCNeAO0BaHMA, NOArOTOBKAa NPO6 K MccneAoBaHNIO, CNocobbl 06paboTkm NPo6 BO BPeMS MCCNef0BaHWS,
a TaKxe 1ncnonb3lyemoe obopyaoBaHue. MNuiesas npoba cama no cebe MOXeT MNOBNVATb Ha pe3ynbTaThl.

3a BbIOOp MeToAa TeCTMPOBaHWA 1 UCCaeAyeMoro NpojykTa oTBe4aeT Nob30BaTeNb: OH JO/KEH HAa OCHOBaHUM
nccneAoBaHNA JOCTAaTOYHOMO KOIMYeCTBa 06pasLoB onpeaennTb, OTBeYaeT M BbIBPaHHbIN MeToZ TeCTUPOBaHUS
Heo6X0AMMbIM eMy KPUTEPUSIM.

KpOMe TOro, Noab3oBaTenb 06s3aH YCTAaHOBUTb, OTBEYakT JIN METOAbI N pe3y/ibTaTbl NPOBOAVMbIX UM aHaNnn30B
Tpe6OBaHI/IF|M ero K1meHToB 1 NOCTaBLLUNKOB.

Pe3ynbTaTbl, NONyYeHHble C NoMoLLbio NpodykTa Neogen Food Safety (kak 1 npy MCNonb30BaHUN 10600 Apyroro
MeToZa NccnefoBaHuiA), He rapaHTUPYOT KauecTBO MaTPUL, AN TEXHOMIOMMYECKMX MPOoLLeCcCoB, NoABepraBLLNXCS
nccnesoBaHUAM.

OrpaHunyeHve rapaHTuii / orpaHUYeHHasn 3aluuTa npas

EC/IV IHOE IBHO HE YKA3AHO B PA3/E/TE OF OTPAHVUYEHHOI TAPAHTVN HA MHAMBUAYAIBHOW YMAKOBKE
MPOAYKTA, NEOGEN HE MPU3HAET MPAMbIE N1 KOCBEHHbBIE OBA3ATE/IbCTBA, BK/THOYASA, MOMMO
MPOYErO, TAPAHTIHO TOBAPHbIX XAPAKTEPVCTIWK /TN MCMNO/Ib30BAHME B COOTBETCTBUW C YKASAHHOW
OBNACTBbHO MPUMEHEHWS. Ecnn kauecTBO NpoAyKTa oTAena 6e30nacHOCT NULLLEBOM MPOAYKLMN KOMMAHNN
Neogen He ABnseTca Hagexalumm, komnaHmsa Neogen Uav yNoAHOMOUYEHHbI 3TOW KOMMNaHWen UCTpUbbLIOTOP
0653yeTcs Mo CBOEMY YCMOTPEHUIO 3aMeHUTb 3TOT MPOAYKT UM BO3MECTUTb CTOMMOCTb MOKYMKM 3TOro NpoAykTa.



(Pyccknia) ﬁ ﬁ

3T0 eMHCTBEHHbIV CNocob pa3peLueHs cnopa. Mo 6biM 40NONHUTENBHBIM BONpOCcaM obpatialitecb K
npeacTaBuTento v odunymanbHomy annepy Neogen.

OrpaHI/Il-IeHI/Ie OTBETCTBEHHOCTU KOMNaHNn Neogen

NEOGEN HE HECET OTBETCTBEHHOCTb 3A YLWEPE NIV MOBPEXAEHWA, ABNAOLLMNECA MPAMbIMW,
HEMPAMbIMW, YMbILLUAEHHBIMW, CTYYANHBIMW N KOCBEHHBIMI, BK/TFOYASA, MOMUMO TMPOYETO,
YTPAYEHHYO MPUBbI/b. OTBeTCTBEHHOCTE KOMNaHUM Neogen Hu NpuY Kakmx 06CTOATENbCTBAX U HECMOTPS HI
Ha Kakune TpeboBaHNSA He MOXEeT MNpeBbILLaTh CTOMMOCTb MPOAYKTa.

XpaHeume nyrmnnsayumsa
XpaHuTe cogepxunmoe cncteMbl «Neogen ELISA Habop (MpoTenH opexa Makagamum)» npu temnepatype 2-8 °C. He
3amMopaxwuBariTe NPoAyKT. XpaHWTe pa3BefeHHble paboune pacTBOpbI, Kak onncaHo B Tabauue 1.

He ncnonb3yinte KOMNoHeHThI cnctemMbl «Neogen ELISA Habop (MpoTenH opexa MakagaMunm)» nocie ncredeHus
CpoKa rogHoCTW. [laTa ncTeyeHns Cpoka roAHOCTU 1 HOMepP NapTUKM yKasaHbl Ha 3TUKETKe Ha Hapy>XHOM
NoBEPXHOCTN KOPOBKN.

yTVII'IVI3VIpyI7ITe B COOTBETCTBUUN C TEKYLLLMMU MECTHbIMW, PErMoHa/IbHbIMN, HAUMOHAJ/IbHbIMW, OTpac/ieBbIMA
CTaHZ4apTaMW 1 HOpMaMn.

WHCTPYKLUU MO NPUMEHEHMIO
CTporo cobntoaaiiTe Bce MHCTPYKLUN. B MPOTMBHOM cny4vae pe3ynbTaTbl MOTYT 6bITb HETOYHBLIMU.

NMoaroToBKa peareHToB
Mepes ncnonb3oBaHVEM LOBeANTE BCe peareHTbl 40 KOMHATHOM TeMnepaTypbl (20-25 °C). Ansa pasBeseHns n
XpaHeHus pabounx pacTBOPOB MO/b3yNTeChb YNCTOW 1abopaTopHON MOCYAON.

a. Neogen 3KcTpaKUUOHHbLIA 6ydep

UT06bI MOAroTOBUTL 1-KpaTHbIN SKCTPaAKLMOHHBLIN Bydep, fobaBbTe 0aHY YacTb Neogen SKCTPaKLMOHHOIO
6ydepa (4-kpaTHOrO) 1 pa3BeAnTe ero B TpeX YacTax AeVOHN3NPOBAHHOWN NAN AUCTUIMPOBAHHOM BOAbI.
MNepea ncnonb3oBaHWEM NpeABapuUTeNbHO HarperiTe SKCTPaKLUMOHHbIN Bydep (1-KpaTHbIN) 4O TemnepaTypbl
50-60 °C B BoAsiHOW 6aHe 1 B LWelikepe-nHKybaTope. Ans kaxzaon npobel Tpebyetca 4,5 Mn 1-kpaTHOro
3KCTPaKUMOHHOro bydepa.

6. Neogen PacTtBop pasbaButens

UT06bI MOAroTOBUTL 1-KpaTHLIN pacTBOp pa3basutens, 4obaBbTe o4HY YacTb Neogen pa3baButens
(5-KpaTHOro) K YeTblpeM YacTAM AeNOHU3MPOBAHHOM UV ANCTUANINPOBAHHOW BOAbI. s KaXA0n Npobbl
Bcero Tpebyetcs 4,5 Mn 1-kpaTHOro pacTeopa pasbaButens.

c. Neogen PacTBOp AN NpOoMbIBaHUA

YT06bI MOArOTOBUTL 1-KpaTHLIN pacTBOP ANA NPOMbIBaHUSA, 4o6aBbTe oA4HY YacTb Neogen PacTBopa AN
npoMbIBaHUs (20-kpaTHOro) K 19 4acTaAM AeVMOHU3NPOBAHHOM NN AUCTUANMPOBAHHOM BOAbl. 15 KaXA0i
Aavelikn Neogen ELISA TpebyeTtcs npruban3snTenbHoO 2,5 Ma 1-KpaTHOro pacTBopa A5 NPOMbIBaHUSA.

MprmeyaHve. B cnyyae xpaHeHna npy TemnepaTtype 2-8 °C B Neogen PacTtBope A/1 NPOMbIBaHNA
(20-kpaTHOM) MOTYT 06pa30BbIBaTLCA KPUCTaAbI. UYTOObLI pacTBOPUTL KPUCTasbl Mepes NoAroTOBKOW
pacTBopa Ans NpombiBaHuS (1-kpaTHOro), nogorpeiite Neogen PacTBop Ans NpomMbiBaHUS (20-KpaTHbIA) A0
30-35 °C B BogsAHOM 6aHe nam nHkybartope.

A. Neogen KoHbloraTt HRP gnsa opexa makagamum

YT06bI NOArOoTOBUTL 1-KpaTHbLIN KOHbIOraT HRP ans opexa Makagamum, fobasbTe ogHy YacTe Neogen
KoHbrorata HRP gna opexa makagamuu (10-KkpaTtHoro) u passeante B 9 yactax 1-KpaTHoOro pacreopa
pas6aBuTtens. [loarotToBbTe HEMOCPEACTBEHHO Nepes ncnosb3oBaHneM. Ans kaxaol auenkn Neogen ELISA
TpebyeTtca 100 Mk 1-kpaTHOro KoHbtorata HRP ana opexa makagamumn.

MNoproTtoBKa ob6pasua
MprMeyaHme. SKCTpaKLMIO BCeX NPO6 cnefyeT NPOBOAUTL C 1-KPaTHbLIM 3KCTPAKUNOHHbLIM 6ydepom,
npesasaputensHo nogorpeTsiMm Ao 50-60 °C.

1.1. MogroToBbTe NPOBY ANA SKCTPAKLUM NPOTENHA B YNCTO NM60 O4HOPA30BOM NpobrpKe, Kak ONMCaHo B
Tabnuue 2.
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Ta6bnunua 2. NoaroToBka 06pasLa

O6paseL, Npobbl Pazmep PasBegeHue (1/10)
npo6si
Teepable nyiLeBble NPOAYKThI 0,5+0,02r JlobasbTe 4,5 + 0,09 M1 NnpeaBapuUTebHO

noAorpeToro 1-KpaTHOro 3KCTPaKUMOHHOIo bydepa

XKngkuve nuiesble NpPoAyKThl 0,5+0,01 mn JlobaBbTe 4,5 + 0,09 M NnpeaBapUTenbHO
noAorpeToro 1-kpaTHOro 3KCTPaKUMOHHOro bydepa

®urHanbHasa sBoga CIP-moliku 0,5+£0,01 mn Job6aebTe 4,5 + 0,09 Mn NpegBapuTeNbHO
noAorpeToro 1-kpaTHOro 3KCTPaKUMOHHOro bydepa

TBepAble NuLLeBble MPOAYKTbI

4.5 mL1X
Extraction buffer

Xnakve 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. WHKybupyinTe pa3BejeHHble Npobbl B BOASAHOM baHe-Lelikepe UK B LLelikepe-nHKybaTope npm TemnepaTtype
50-60 °C B TedeHue 25 + 1 MUH. TakXe MOXHO OCTaBUTb NPO6bI B BOAAHOM 6baHe nam nHkybatope npu
Temnepartype 50-60 °C 1 Kaxable 5 MUHYT BPYUHYIO BCTPAXMBATL B TeUeHre T MUHYTHI.

1.3. Mocne nHky6aumun LeHTpndyrmnpyinte npobel npr 5000-7000 06/Mu1H (3000 x 2) B TeweHme 20-30 cekyHZ ANs
oCaXAeHnsa TBepAblX YacTuL, M60 Ha 5 MVHYT oCTaBbTe 1X B LUTATVBE A/19 NPO6MPOK A1 06pa3oBaHMsA ocajka.

1.4. 3abepuTte 100 MKA 13 cpegHero (BogHOro) cos 1 gobasbTe K 900 Mk pacTBopa pasbasutens (1-KkpaTHOro).
XopoLuo nepemMellainTe nytemM B36anTbiBaHUS UAW BCTPAXMBAHUSA (3TO COOTBETCTBYET CTENeHV pa3BejeHus
ncxoaHom npo6sl 1/100).

50-60 °C
00.25:00
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Mpoueaypa ELISA

2.1

N3BneknTe no ogHom aveiike Neogen ELISA ana kaXgori npobbl v (Mnun) cTaHAapTHOro pactBopa 1 noMecTuTe
VX B AepxaTenb AN sveek. BepHuTe Hemcnonb3oBaHHble ayelikyu Neogen ELISA B donbrmpoBaHHbIn NakerT,
06paTHO repmMeTU3NpynTe N NOMeCcTUTe 06paTHO Ha XpaHeHWe nNpu Temnepatype 2-8 °C.

2.2. Cnomolbto Neogen CTaHAApTHOIO KOHLEHTpaTa npoTerHa opexa MakasgaMumn NoArotosbTe Habop 13 NATK
CTaHAAPTHbIX PacTBOPOB, pa3baBieHHbIX B pacTBope pasbasutens (1-kpaTHOM).
Homep KoHueHTpauusa O6bem cTaHAAPTHOIO 0O6Bbem 1-kKpaTHOro
CTaHAapTHoOro CTaHAapTHOro pacTteopa pacTBopa, A06aBasemMoro K pacTBopa pas6aBuTtens
pacTBopa (Hr/mn) 1-kpaTHOMY pasbaBuTento
5 270 10 mxn Neogen CtaHAapTHOro 990 mKn
KOHLIeHTpaTa npoTenHa opexa
Makagamunm
4 90 200 MK CTaHAAPTHOrO 400 mkn
pactBopa 5
3 30 200 MK CTaHAAPTHOrO 400 mkn
pactBopa 4
2 10 200 MK cTaHZapPTHOro 400 mKn
pacTtBopa 3
1 3,33 200 MK cTaHZAPTHOro 400 MKn
pacTtBopa 2
0 0 0 400 mkn

2.3.

2.4,

2.5.

2.6.
2.7.

BHecuTe nunetkoi no 100 MK KaXA0ro CTaHAAPTHOro pacTeopa B Ayeliku Neogen ELISA.

CraHgapTHbI pacteop 0 (1-KpaTHbI pacTBop pasbasutens)

CraHgapTHbIn pactBop 1 (3,33 Hr/mn) ppb

CraHpapTHbIN pacteop 2 (10 Hr/mn) ppb

CtaHaapTHbIn pactBop 3 (30 Hr/mn) ppb

CtaHaapTHbIM pacTBop 4 (90 Hr/mn) ppb

e  CraHpaapTHbIi pactBop 5 (270 Hr/mn) ppb

BHecnte nunetkoii 100 MK 3KCTParMpoBaHHOM NPobbl, MOArOTOB/IEHHONM Ha 3Tane 1.4, B aueliky Neogen
ELISA.

NHkybupyinTe aueiikn Neogen ELISA B opbuTanbHOM Lueiikepe co ckopocTbio 400 06/MUH NpY KOMHAaTHOM
Temnepatype (20-25 °C) B TeveHwme 30 + 2 MUH. Bo n3bexaHne ncnapeHns Ha 3ToM aTane a4erkn 4OSXKHbI
0CTaBaTbCA HAKPbLITbIMA U B POBHOM MOJIOXEHNN.

Mocne nHkybauum yaganute cogepxrmoe gyeek Neogen ELISA ¢ nomoLLbro acnmpartopa.

MoNHOCTbLIO 3aN0NHUTE Kaxayto Aueliky Neogen ELISA 1-kpaTHbIM pacTBOPOM A5t MPOMbIBaHWA U yaanuTe
acnupartopom. Eciv npombiBaHMe BbIMONHSAETCSH BPYUHYHO, MepeBepHUTE NaHLLET, BblneliTe (BbITPAXHUTE)
COAEPXXMMOe B KOHTEHep A/151 OTXOAO0B U Pe3Ko MocTyymnTe syeikaMmu O BNNTbIBAKOLLYO 6ymary, 4Tobbl
YAANNTb OCTaTKM pacTBOpa AN MPOMbIBaHUA. TPUXKAbI MOBTOPUTE 3TOT 3Tar, YTO6bl BbINONHUTL MPOMbIBaHME
yeTblpe pasa.
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2.8. BHecuTe nuneTtkoi 100 Mk 1-kpaTHOro KoHbrorata HRP ana opexa makagamunu B Kaxayto syeriky Neogen
ELISA. VIHKybupyliTe Ha opbuTanbHOM Lueikepe co ckopocTbio 400 06/MUH Npy KOMHATHOM TemnepaTtype
B TedeHue 10 £ 2 M1H. Ha 3ToM 3Tane naaHLWeT AOJIXEH 0CTaBaTbCA HAKPbITbIM, B TEMHOTE 1 B POBHOM
NONOXEHNWN.

2.9 MoBTopwUTE 3Tanbl 2.6 1 2.7, UTO6bI BLINONHUTL NPOMbIBaHWE PacTBOPOM A/ MPOMbIBaHUSA (1-KpaTHbIM)
YeTblpe pasa.

2.10 C nomouubo nunetky nomectute 100 mkn Neogen PactBopa xpomoreHHoro cy6ctpaTta (TMB) B kaxayro
Aueliky Neogen ELISA.

2.11 VIHKy6unpyiiTe Ha opb1TanbHOM Lueiikepe o ckopocTbto 400 06/MUH NPU KOMHATHOW TeMrnepaType B TeueHne
10 MVHYT. Ha 3TOM 3Tane naaHLeT AO/MKEeH 0CTaBaTbCs HAKPbITbIM, B TEMHOTE 11 B POBHOM MOIOXEHUN.

2.12 Mocne nHkybaumn gobasbTe No 100 mkn Neogen OcTaHaBAVBAIOLLLEr0 pacTBoOpa B Kaxayto s4eriky Neogen
ELISA n onpegenute abcopbumio (Mpu AanHe BosiHbl 450 HM) B TeveHre 30 MUHYT.

I=—1

100l - X2
900yl = 0

_— .
X Diluent

(
fo

e Buter

—
e

00:30:00 / koMHaTHasa TemnepaTypa

e Buter

0:10:00 / komHaTHas Temnepatypa
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Chromogenic ( ) (@
Substrate Solution ’g‘te‘;:’gen A
Solution C

00:10:00 / komHaTHast TemnepaTypa

AHanuns pesynbTaToB

3.1.

3.2.

3.3.

BbluTnTe cpegHee dpoHOBOE 3HaUeHMe A5 Kaxao Npobbl (CpeAHUIA NokasaTenb abcopbumm npobbl MUHYC
CpeAHMN NokasaTenb abcopbLMm HyN1eBOro CTaHAAPTHOMO PacTBOPa).

C NOMOLLbIO KOMMBIOTEPHOIO NPOrpPaMMHOro obecneyeHns 419 pacyeTa YeTblipexnapameTpuyecKon
NOTUCTUNYECKOWN perpeccmm NoCTPonTe CTaHAAPTHYHO KPUBYHO: /15 3TOr0 HaHeCUTe 3HaYeHUs KOHLeHTpaumm
B Hr/MA (ppb) Ha 0Cb X 1 COOTBETCTBYIOLLME KaXKAOMY CTaHAAPTHOMY pacTBOPY 3HaUYeHnsa abcopbLumn Ha
oCb Y. MOXHO Tak>Ke 1CMNob30BaTb MOJIMHOM BTOPOro NopsAka (KBagpaTuyHbI) Uau Apyrmue Kpusble
NPUGAVXEHWA, OAHAKO OHW BYAYT MeHee TOUHbIM NPUBAVKEHVEM JaHHbIX.

PaccunTainTe KOHUEHTpPaLMKM Npo6 No cTaHAAPTHOV KpMBON. EANHMLE N3MepeHns pe3ynbTaToB — HI/M
(ppb). 3aTeM yMHOXbTe Ha KO3PPULIMEHT pasbasBieHNs NPO6bI, YUTO6bI MONYUNTb KOHLIEHTPALMI0 NCXOAHO
npo6bl. Hanpumep, ecan obLuas cteneHb pa3sefeHns Npobbl coctasnsdeT 1/100 1 KOHUEHTpaLums Npobbl
Ha CTaHZapTHOM KpuBol coctaBnsaeT 200 Hr/mn (ppb), okoH4YaTeNbHasA KOHLLEeHTpaLMs Npobbl cocTaBnsieT
200 Hr/mn x 100 = 20 000 Hr/mn (ppb), uTo paBHO 20 MKr/MA (ppm).

MwuHManbHble paboyuune xapaKTepucTuKku

a. AHanutmndeckuii npegen obHapyxeHus (LOD) coctasnset 1,1 Hr/mn (ppb).
MNpenenomM obHapy>XeHNs CYNTAeTCa HMU3LLAs KOHLIeHTpaLms annepreHa B ncciegyemoin npobe, KOTopyo
MOXHO OT/INYNTb OT UCTUHHOI XONOCTOV NPO6bI C YKa3aHHbIM YPOBHEM BeposaTHOCTWE. OnpesenseTcs
nyTeM C/IOXeHUA Tpex cpefHeKBagpaTUYeckKX OTKIOHEHN 1 CpeAHero 3Ha4YeHMs ONTUYeCKON NAOTHOCTH
TPUALATY LWeCTV penankK CTaHAapPTHOro Hy/1IeBOro pacTBopa 1 NoAcHeTa COOTBETCTBYOLLEN KOHLLeHTpaum.
6. lNpepen konnyectBeHHoOro onpegeneHusa (LOQ) coctaenset 0,3 ppm.
MpenenomM KoAMyYecTBEHHOro onpejeneHns CYNTAeTCS HU3LWWIA YpOBeHb anjlepreHa B ncciesyemoi npobe,
KOTOPbI/i MOXHO B pa3yMHOM Mepe KOMYeCTBEHHO OLeHUTb C YKa3aHHbIM YPOBHEM TOYHOCTIAS.
ToYyHOCTb
TouHOCTb B npegenax o4HOro CpegH. %CV=<10% N=12
aHanusa
TouHOCTb B npejenax pasHbixX CpegH. %CV=<10% N=12
aHann30B.
Ccbinkn

1.

YnpaBnieHVe No KOHTPOJIHO KayecTBa NULLIEBLIX MPOAYKTOB 1 ekapcTBeHHbIX cpescTs CLUA. CBog
desepanbHbIX MOCTaHOBAEHWI, cTaThst 21, YacTb 58. Hagnexallas nabopaTopHasi npakTuka Ans
AOKVHUYECKMX N1abopaTOpHbIX NCCAeL0BaHWIA.

ISO/IEC 17025. O6Lme TpeboBaHUS K KOMAETEHTHOCTU UCMbITaTeNbHbIX N KaIMBPOBOYHLIX 1abopaTopuii.

2660T1T M., Xayopg, C., Pocc B, FToadpya C. b., YnebepT @., BaH XeHrenb A. [x., Po6epTc Ax., Aknama X.,
MonnuHr B., EyH . M., ¥YanuHur M., Teiinop C., Momc P. 3. n Jenao M. (2010 r.). MpunoxeHne M. Mpoueaypbl
noATBEPXAEHNS MeTOA0B KOIMYEeCTBEHHOIO aHaM3a nuLLeBbIX annepreHoB ELISA: obume npasuna v
pekomeHgyeMble MeTogaukn. J. AOAC Int. 93, 442-450.

NossicHeHne cMnmMBO/10B
info.neogen.com/symbols
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X NEOGEN

Uriin Talimatlari

Makademya Findigi Proteini ELISA Kiti

Makademya findigi proteinlerinin nicel analizi i¢in Enzime Bagl immunosorbent Test (ELISA).

Urtin Tanimi ve Kullanim Amaci
Neogen® Makademya Findigi Proteini ELISA Kiti, yerinde temizleme (CIP) son durulama suyu, cevresel svab érnekleri,
gida bilesenleri ve islenmig gida Uriinlerinde makademya findigi proteinlerinin algilanmasi igin gelistirilmistir.

Neogen Makademya Findigi Proteini ELISA Kitinde sandvig ELISA kullanilir. Ornekte bulunan makademya findig
proteinleri, polistiren mikrotitre yuvalarinin ylizeyine tutunan makademya findigi karsiti antikorla reaksiyona girer.
Bagsiz proteinler yikanarak giderildikten sonra yabanturbu peroksidaz (HRP) ile bagh makademya findigi kargiti
antikorlar ilave edilir. Bu enzimle isaretlenmis antikorlar, 5nceden bagl olan makademya findigi proteiniyle bilesikler
olusturur. ikinci yilkama adiminin ardindan, kromojenik bir substrat olan 3,3’,5,5-tetrametilbenzidin (TMB) ilave
edilerek immunoabsorbente bagl enzim tespit edilir. Bu enzim reaksiyonundan ortaya g¢ikan renk, test edilen 6rnekteki
makademya findigi proteininin yogunluguna dogrudan bagl olarak degistiginden, 450 nm’deki emilim, test 6rnegindeki
makademya findigi proteini yogunlugunun dl¢iimdi igin kullanilir. Test 6rneginde mevcut makademya findigi proteininin

miktari, bilinen yogunluk standartlarindan hareketle standart egriden tahmin edilebilir ve 6rnegin seyreltilmesi géz
onlinde bulundurularak degerlendirilebilir.

Neogen Makademya Findigi Proteini ELISA Kiti laboratuvar teknikleri konusunda egitim almig uzmanlar tarafindan bir
laboratuvar ortaminda kullanima y&neliktir. Neogen, bu iiriini yiyecek veya icecek endistrileri diginda kullanim igin
tescil ettirmemistir. Ornegin Neogen bu iiriinii farmasétik triinler, kozmetik malzemeler, klinik veya veterinerlik amacl
numunelerin testlerinde kullanim igin tescil ettirmemistir. Neogen Makademya Findigi Proteini ELISA Kiti, tiim potansiyel
gida Urinleri, gida islemleri ve test protokolleriyle degerlendirilmemistir.

Neogen Makademya Findigi Proteini ELISA Kiti, Tablo 1°de agiklanan 96 yuvaya sahiptir.

Tablo 1. Kit bilegenleri

Malzeme

Tanim

Hazirlama
(ayrintilar igin
bkz. Reaktifin
Hazirlanmasi
Boliimii)

Saklama

Stabilite

Neogen® Makademya
Findigi Proteini ELISA
Yuvalari

96 cikarilabilir antikor kaph
yuva iceren bir adet folyo
poset.

Kullanima hazir.

Nem cekicili
mihirld folyo
posette 2-8°C.

Kullanilmamig yuvalar
ve nem ¢ekici iceren
folyo poseti tekrar
muhdrleyin. Kitin son
kullanma tarihine kadar
stabiliteyi korumak

icin 2-8°C sicaklikta
saklayin.

Neogen® Makademya
Findigr HRP Konjugati
(10X)

1,5 mL 10X Yabanturbu
Peroksidazla (HRP) Bagh
antikor iceren bir adet sise
(10X).

1X caligsma ¢ozeltisi
hazirlamak igin
kullanimdan hemen
once 1/10 oraninda
seyreltin.

Karanlkta 2-8°C.

10X konjugat, kit
Uzerindeki son kullanim
tarihine kadar stabildir.

Neogen® Makademya
Findigi Proteini
Standart Konsantresi

Bilinen yogunlukta
makademya findigi proteini
iceren bir adet sise.

Standart
hazirlama igin
ELISA Prosediiri

Bolimind inceleyin.

2-8°C.
Dondurmayin.

Neogen Makademya
Findigi Proteini
Standart Konsantresi,
kitin son kullanim
tarihine kadar stabildir.
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Neogen® Seyreltici
(6X)

50 mL 5X Seyreltici iceren bir
adet sise.

1X galigma ¢ozeltisi
hazirlamak igin
kullanimdan hemen
once 1/5 oraninda
seyreltin.

2-8°C

5X Neogen Seyreltici
Cozelti, kit Uzerindeki
son kullanim tarihine

kadar stabildir.

Neogen® Yikama
Cozeltisi (20X)

50 mL 20X yikama ¢ozeltisi
iceren bir adet sise.

1X caligma ¢ozeltisi
elde etmek igin
1/20 oraninda
seyreltin.

Hem 1X calisma
¢ozeltisi 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 6zitleme
tamponu igeren bir adet sige.

1X galisma ¢ozeltisi
elde etmek igin 1/4
oraninda seyreltin.
Caligsma ¢ozeltisi,
kullaniimadan dnce
50-60°C sicakliga
kadar isitilmahdir.

Hem 1X ¢alisma
¢Ozeltisi, hem
de 4X Neogen
Oziitleme
Tamponu
konsantresi igin
2-8°C.

1X Oziitleme Tamponu
ve 4X Neogen
Oziitleme Tamponu,
kitin son kullanim
tarihine kadar stabildir.

Neogen® Kromojenik
Substrat Cozeltisi

12 mL
3,3’,5,5-tetrametilbenzidin
(TMB) iceren bir adet sige.

Kullanima hazir.

Karanlikta 2-8°C.

Isiktan koruyun.
Neogen Kromojenik
Substrat Cozeltisi, kit
Gzerindeki son kullanim
tarihine kadar stabildir.

Neogen® Stop
Cozeltisi

12 mL 0,3 M siilfirik asit
iceren bir adet sige.

Kullanima hazir.

2-8°C

Neogen Stop Cozeltisi,
kit Gzerindeki son
kullanim tarihine kadar
stabildir.

Kitte verilmeyen malzemeler:

Test ttpleri

Zamanlayici
Vorteks

Giivenlik

Mikrotitre plakasi yikayici/emici
Damitilmig veya deiyonize su
Mikrotitre plakasi okuyucu
Reaktif ve tampon ¢ozelti hazirlamak igin gesitli laboratuvar malzemeleri

10 ila 100 pL arasi toplamak igin hassas pipetler ve pipet uglari

Calkalamali su banyosu veya galkalamali inkiibatér
Yoriingeli galkalayici

Kullanici, Neogen Makademya Findigi Proteini ELISA Kiti talimatlarinda yer alan tim glvenlik bilgilerini okumali, anlamali
ve uygulamalidir. Givenlik talimatlarini ileride bagvurmak tizere saklayin.

A UYARI: Onlenmemesi halinde 6lim ya da ciddi yaralanma ve/veya mal zarari ile sonuglanabilecek tehlikeli bir
durumu gosterir.

BiLDIRiIM: Kaginilmamasi halinde maddi zarar ile sonuglanabilen olasi tehlikeli bir durumu gésterir.

A UYARI

Kimyasal maddelere maruz kalinmasiyla iligkili riskleri azaltmak igin:

e  Gegerliyerel/bolgesel/ulusal standartlara ve yonetmeliklere/sektor standartlarina ve yonetmeliklere gére imha edin.

e Kullanicinin giincel ve dogru test teknikleri, 6rnegin lyi Laboratuvar Uygulamalari' veya ISO/IEC 170252 konusunda
personeline egitim vermesi gerekir.
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° Reaktiflerle galigirken, uygun koruyucu kiyafet ve goézlik kullanimi dahil olmak Gizere daima standart laboratuvar
glivenlik uygulamalarini izleyin.

e Neogen Stop Cdzeltisinin deriye temas etmesinden kaginin. ilave giivenlik bilgileri icin Giivenlik Veri Sayfasini
inceleyin.

Kontamine iiriiniin agiga gikmasina yol agan yanlig negatif sonuglar ile iligkili riskleri azaltmak igin:

° Neogen Makademya Findigi Proteini ELISA Kitini ambalaj Gizerinde ve Uriin talimatlarinda belirtildigi sekilde
saklayin.

° Neogen Makademya Findigi Proteini ELISA Kitini dahili olarak veya bir t¢linci tarafca valide edilmis gida ve gevre
ornekleri ile kullanin.
Tam olarak Uriin talimatlarinda belirtildigi sekilde protokolii uygulayin ve testleri gergeklestirin.
Neogen, Neogen Makademya Findigi Proteini ELISA Kitini yiyecek veya icecek endustrileri diginda kullanim igin
belgelememistir. Ornegin Neogen bu iiriinii farmasétik triinler, kozmetik malzemeler, klinik veya veterinerlik amagli
numunelerin testlerinde kullanim igin tescil ettirmemistir.

Kontamine iriiniin agiga gikmasina yol agan hatali sonuglar ile iligkili riskleri azaltmak igin:

° Neogen Makademya Findigi Proteini ELISA Kitini mutlaka son kullanim tarihinden énce kullanin.

° Neogen Makademya Findigi Proteini ELISA Kitiyle konsantre reaktiflerini kullanarak gcalisma ¢ézeltilerini her zaman
20-25°C sicakliklarda hazirlayin.
Neogen Makademya Findigi Proteini Standart Konsantresini dondurmayin.
Rengi maviye dénmiis Kromojenik Substrat Cozeltisini kullanmayin. Neogen Kromojenik Substrat Cézeltisinin
capraz kontaminasyonundan kaginmak igin lyi Laboratuvar Uygulamalarina' uyun.
Neogen® Allerjen Proteini Test Kitleri hidrolize proteinlerin tespiti igin uygun degildir.
Neogen Alerjen Protein Test Kitleri, islenmis 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 yontemleri gida proteinlerinin Neogen Alerjen Protein Test Kitleri ile tespitini etkileyebilir.
Kullanicilar, ydontemin kullanici gereksinimlerini kargilamak i¢in amaca uygun oldugunu dogrulamalidir.

BiLDIRIM

Hatali sonuglara iligkin riskleri azaltmak igin:

° Oziitleme sonrasinda drneklerin stabilitesi degerlendirilmemistir. ELISA prosediirii, rnek 6ziitlendikten hemen
sonra yapilmalidir.

e  Orneklerin gapraz kontaminasyonunu énlemek icin Neogen Makademya Findigi Proteini Standartlarini lyi
Laboratuvar Uygulamalarina® uygun olarak uygulayin.

Detayli bilgi igin Giivenlik 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 yiukimlidir. 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 sonuglari etkileyebilir. Bir test yontemi
secilirken numune alma yéntemleri, test protokolleri, numunenin hazirlanmasi, islem yapilmasi ve laboratuvar teknigi gibi
dig faktorlerin sonuglari etkileyebileceginin bilinmesi gerekir. Gida numunesinin kendisi sonuglar etkileyebilir.

Secilen test yonteminin kullanicinin kriterlerini karsiladigi konusunda kullaniciyr tatmin edecek yeterli sayida numuneyi
degerlendirmek lizere herhangi bir test yonteminin segilmesi kullanicinin sorumlulugundadir.

Tim test yontemlerinin ve sonuglarinin musteri ve tedarikgi gereksinimlerini kargilamasini saglamak yine kullanicinin
sorumlulugundadir.

Tdm test yontemlerinde oldugu gibi, herhangi bir Neogen Gida Giivenligi Girlininin kullaniimasindan elde edilen sonuglar
test edilen matrislerin veya siireglerin kalitesi konusunda bir garanti olugsturmaz.

Garanti Sinirlamasi/Yasal Yollara iligkin Sinirlama

NEOGEN, HER BiR URUN AMBALAJININ UZERINDEKI SINIRLI GARANTI KISMINDA ACIKCA 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
Urini'niin kusurlu olmasi durumunda, Neogen veya yetkili dagiticisi, tercihine gére iriinii degistirecek veya (iriin satig tutarini

3
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iade edecektir. Tarafiniza miinhasir ¢éziimler bunlardir. Diger her tirli sorunuz igin litfen Neogen temsilciniz veya yetkili
Neogen distribltoriiniz ile iletigim kurun.

Neogen Sorumlulugunun Sinirlandiriimasi

NEOGEN DOGRUDAN, DOLAYLI, OZEL, ARIZI VEYA NETICE KABILINDEN DOGMUS, KAYBEDILMIS KAZANGCLAR
DAHIL ANCAK BUNUNLA SINIRLI OLMAMAK UZERE HERHANGI BIR KAYIP VEYA ZARARDAN SORUMLU
OLMAYACAKTIR. Higbir durumda Neogen'in herhangi bir hukuk kurami altindaki sorumlulugu, kusurlu oldugu iddia
edilen Grinin satig fiyatini agsamaz.

Saklama ve imha
Neogen Makademya Findigi Proteini ELISA Kitinin icindekileri 2-8°C sicaklikta saklayin. Dondurmayin. Seyreltilmis
caligma ¢ozeltilerini Tablo 1°de agiklandigi bigcimde saklayin.

Neogen Makademya Findigi Proteini ELISA Kiti bilesenleri, son kullanim tarihinden sonra saklanmamalidir. Son kullanma
tarihi ve lot numarasi kutunun dig yiiziindeki etikette belirtilmigtir.

Gegerli yerel/bolgesel/ulusal standartlara ve yonetmeliklere/sektor standartlarina ve yonetmeliklere gore imha edin.

Kullanim Talimatlari
Tum talimatlari dikkate izleyin. Bu uyarinin dikkate alinmamasi hatali sonuglara neden olabilir.

Reaktifin Hazirlanmasi
Tum reaktifleri, kullanmadan énce oda sicakhgina (20-25°C) getirin. Caligma ¢ézeltilerini seyreltmek ve saklamak icin
temiz laboratuvar malzemeleri kullanin.

a. Neogen Oziitleme Tamponu

1X Oziitleme Tamponu hazirlamak icin Neogen Oziitleme Tamponundan (4X) bir birim ilave edin ve (¢ birim
deiyonize veya damitilmis suda seyreltin. Oziitleme Tamponunu (1X) kullanmadan &nce su banyosu veya calkalamali
inkiibatérde 50-60°C’ye dnceden isitin. Her bir érnek icin 4,5 mL 1X Oziitleme Tamponu gereklidir.

b. Neogen Seyreltici Cozelti

1X Seyreltici ¢ozeltiyi hazirlamak igin bir birim Neogen Seyrelticiyi (6X) dort birim deiyonize veya damitilmis suya
ilave edin. Her 6rnek, toplam 4,5 mL 1X Seyreltici ¢ozelti igerir.

c. Neogen Yikama Cozeltisi

1X Yikama Cozeltisi hazirlamak igin bir birim Neogen Yikama Cézeltisini (20X) 19 birim deiyonize veya damitilmig
suya ilave edin. Her bir Neogen ELISA Yuvasi igin yaklasik 2,5 mL 1X Yikama Co6zeltisi gerekir.

Not: 2-8°C sicaklikta saklandiginda, Neogen Yikama Cozeltisinde (20X) kristaller olugabilir. Kristalleri ¢6zmek igin
Yikama Cézeltisini (1X) hazirlamadan énce Neogen Yikama Cdzeltisini (20X) yikama banyosu veya inkiibatérde 30-
35°C sicakliga isitin.

d. Neogen Makademya Findigi HRP Konjugati

1X Makademya Findigi HRP Konjugati hazirlamak icin bir birim Neogen Makademya Findigi HRP Konjugati (10X)
ilave edin ve 9 birim 1X Seyreltici ¢ézelti icinde seyreltin. Kullanimdan hemen 6nce hazirlayin. Her bir Neogen
ELISA Yuvasi igin 100 pL 1X Makademya Findigi HRP Konjugati gerekir.

Ornek Hazirlama
Not: Tim 6rnekler, 50-60°C sicakliga dnceden isitilarak 1X Oziitleme Tamponuyla 6ziitlenmelidir.
1.1 Tablo 2’de agiklandigi gibi temiz bir test tlipl veya tek kullanimlik bir tlipte protein 6ziitleme igin 6rnek hazirlayin.

Tablo 2. Ornek hazirlama

Ornek matrisi Ornek boyutu | Seyreltme (1/10)

Kati gidalar 0,5+0,02g 4,5 + 0,09 mL énceden isitilmig 1X Oziitleme Tamponu
ilave edin

Sivi gidalar 0,5+0,01 mL 4,5 + 0,09 mL 6nceden isitilmis 1X Oziitleme Tamponu
ilave edin

Yerinde Temizleme (CIP) Son Durulama 0,5 +0,01 mL 4,5 + 0,09 mL 6nceden isitilmis 1X Oziitleme Tamponu

Suyu ilave edin
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Extraction buffer
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0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer
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0.5 mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2 Seyreltilmis 6rnekleri calkalamali su banyosu veya galkalamali inkiibatérde 25 + 1 dakika boyunca 50-60°C

sicaklikta inkiibe edin. Diger bir segenek, érnekleri su banyosu veya inkiibatérde 50-60°C’de birakmak ve her
5 dakikada 1 dakika manuel olarak galkalamaktir.

1.3 Inklibasyonun ardindan, parcaciklarin pelletlenmesini saglamak icin érnekleri 20 ila 30 saniye boyunca
5000-7000 rpm (3000 x g) devirde santrifiijleyin veya test tiipi rafinda 5 dakika boyunca ¢ékelmeye birakin.

1.4 Ara (sulu) katmandan 100 pL alin ve 900 pL Seyreltici Cozeltiye (1X) ilave edin. lyice karigmasi igin vorteksleyin veya
calkalayin. (Bu, 8rnegin ilk halinin 1/100 oraninda seyreltilmesine kargilik gelir.)

50-60°C
00:25:80

900yl ==

_— .
X Diluent

-—
3000 g /7 00:00:30
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2.1 Ornek ve/veya standart bagina bir Neogen ELISA Yuvasini gikarin ve yuvalari yuva tutucuya yerlestirin.
Kullanilmamig Neogen ELISA Yuvalarini tekrar folyo posete yerlestirin, yeniden mihrleyin ve tekrar 2-8°C

sicaklikta saklayin.

2.2 Neogen Makademya Findidi Proteini Standart Konsantresini kullanarak Seyreltici Cézeltide (1X) seyreltilmis beg

standart hazirlayin.

Standart Numarasi Standart Konsantrasyonu 1X Seyrelticiye ilave edilmis 1X Seyreltici ¢ozelti hacmi
(ng/mL) standart hacmi
5 270 10 pL Neogen Makademya 990 pL
Findigi Proteini Standart
Konsantresi
4 90 200 pL standart no. 5 400 uL
3 30 200 pL standart no. 4 400 pL
2 10 200 pL standart no. 3 400 pL
1 3,33 200 pL standart no. 2 400 uL
0 0 0 400 pL

2.3

2.4
2.5

2.6

2.7

2.8

2.9
210
2.11

212

Her bir standarttan 100 uLyi pipetle Neogen ELISA Yuvalarina aktarin.

Standart O (1X Seyreltici Cozelti)
Standart 1 (3,33 ng/mL) ppb
Standart 2 (10 ng/mL) ppb
Standart 3 (30 ng/mL) ppb
Standart 4 (90 ng/mL) ppb
Standart 5 (270 ng/mL) ppb

1.4’te hazirlanan 100 pL 6zutlenmis 6rnegi pipetle Neogen ELISA Yuvasina aktarin.

Neogen ELISA Yuvalarini 400 rpm devire ayarlanmig yériingeli ¢alkalayicida ortam sicakhiginda (20-25°C) 30 + 2
dakika inklibe edin. Buharlagmayi 6nlemek igin bu adimda yuvalari kapali ve diiz tutun.

inkiibasyonun ardindan, Neogen ELISA Yuvalarinin icerigini gekin.

Her bir Neogen ELISA Yuvasini 1X Yikama Co6zeltisiyle tamamen doldurun ve gekin. Yikama igleminin manuel
olarak yapilmasi durumunda, plakayi ters gevirin ve igindekileri ¢ép kutusuna bosaltin yikama ¢ozeltisi kalintilarini
gidermek icin yuvalari emici bir kagida sertge vurun. Toplam doért yikama igin bu adimi ti¢ kez tekrarlayin.

Her bir Neogen ELISA Yuvasina pipetle 100 pL 1X Makademya Findigi HRP Konjugati bosaltin. 400 rpm devire
ayarlanmig yoriingeli galkalayicida ortam sicakliginda 10 + 2 dakika inkiibe edin. Bu adimda plakayi karanlik ve diiz
tutun.

Yikama Cézeltisiyle (1X) toplam dért yikamayi tamamlamak igin 2.6 ve 2.7 adimlarini tekrarlayin.
100 pL Neogen Kromojenik Substrat Cozeltisini (TMB) Neogen ELISA Yuvalarinin her birine pipetle doldurun.

400 rpm devire ayarlanmig yoriingeli calkalayicida ortam sicakliginda 10 dakika inkiibe edin. Bu adimda plakayi
karanlik ve diiz tutun.

inkiibasyonun ardindan, Neogen ELISA Yuvalarinin her birine 100 pL Neogen Stop Cozeltisi ilave edip (450 nm’de)
30 dakika icinde emilimi tespit edin.
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3.1

3.2

3.3

Her bir drnegin ortalama arka plan degerini ¢ikarin (Ornegin ortalama emilim degeri eksi standart O ortalama emilim
degeri.)

Dort parametreli lojistik egri uydurma olusturabilen bir bilgisayar yazilimi ile ng/mL (ppb) cinsinden konsantrasyonu
x eksenine, karsilik gelen her bir standardin emilim degerini y eksenine gizerek 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.

Standart egrinin disindaki érnek konsantrasyonlarini hesaplayin. Sonug birimi ng/mL (ppb) olacaktir. Ardindan,
érnegin ilk halinin konsantrasyonunu elde etmek icin seyreltme katsayisiyla carpin. Ornegin, toplam seyreltme
orani 1/100 ve standart edrinin 6rnek konsantrasyonu 200 ng/mL (ppb) ise érnegin son konsantrasyonu

200 ng/mL x 100 = 20.000 ng/mL (ppb), yani 20 ug/mL (ppm) olacaktir.

Minimum Performans Ozellikleri

a.

Analitik Algilama Limiti (LOD) 1,1 ng/mLdir (ppb)

Algilama limiti, belirtilen olasilik seviyesinde gergek bos 6rnekten ayirt edilebilen test 6rneginde alerjenin en disiik
konsantrasyonu olarak tanimlanir®. Bu deger, otuz alti standart O tekrarinin ortalama optik yogunluk degerine t¢
standart sapmanin eklenmesi ve buna karsilik gelen konsantrasyonun hesaplanmasiyla belirlenir.

Olgiim Limiti (LOQ) 0,3 ppm’dir

Olgiim limiti, belirtilen hassaslik seviyesinde makul diizeyde &lgiilebilen bir test 6rnegindeki en diisiik alerjen
seviyesi olarak tanimlanir®.
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Hassaslik
Deney i¢i Hassaslk Ortalama %CV = < %10 N=12
Ortalama %CV =< %10 N=12

Deneyler Arasi Hassaslik

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.

Sembollerin Agiklamasi
info.neogen.com/symbols
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KR IIREIEE SR THERER (113 2H5H LH50~60°CICIIE L T/ TV, FRIEKICOE, 1SHMEEERA.S

MLANETT,
b. Neogen HIA®K

1EFERBRzRABTBICIE Neogen FHIRR (518) 172 Bt F 2K E T IZFEEKAUTHMLE T, EREICOE 1EFR
BRAS MLBKETT,

c. Neogen f:$H&K

1E SR EZ AR T SICIE Neogen HiEmR (2012) 1% Bl A > K 7o IEFKEKI9ICHML £9, £Neogen ELISAUTIL

ICDE MERERIN2.5 MLABETT,
7E: Neogen #47R (201%) #2~8°CTRET B L RPIKER N EE TR HD £, HHR (13 OFRERE]
IC.Neogen #3#7R (2018) ZKIE X7 I3 IREIBERR T30~35°CICINRAL TS L,

d. Neogen ¥AFIFHRPIAVZa%—Fk

1EYATIFHRPOAY Vol — ha AR T 3ICIZ.Neogen ¥ AT I 7HRPO Y Va4 — b (1068) 1% L. 1EFHRARO

THERLET, ERAEICAR LTIV, Neogen ELISATTILICDE 1B AT I 7HRPI P24 — 100 puLh'is

BT
E3ENOE I

D BEIZTAR T HS5HDLH50~60°CICIE L MSEER CHE LT T L,
1.1 R2AEHOCEDGEEAEREZLIIFEVRTFa—JTENIBHHRAREERARLET,

|2, RED %S

AR
[
@ 0.5mL
P y -

CIP
0.5 mL

Extraction buffer

4.5 mL1X
Extraction buffer

4.5 mL1X
Extraction buffer

BE&ETRIYOR ®ik=E FR®&@1/10)
EfFRm 0.5+0.02¢g HE5H L HIE L= 1S EE®RA.510.09 MLz ARIMLET
RSB 0.5+0.01 mL HE5H COHIME LT 1EMHEE RE5E0.09 mLzARMLEd
E B % (CIP) BRI 0.5+0.01 mL HE5H L HIE L= 1S EE®RS.510.09 MLz ARIMLET
&K
< . J=
~ —
B 0s, ’
U> v 4.5 mL 1X

1.2 HRUEEZ IREKIE X7 I3REEESE T50~60°C. 25 10 RIEE L £ 9, AliEE LT REZ50~60°COKIEF
TlFBEEEBICANSD CEICIDEFTIRELE T,




mxm 1 =

1.3 $FER.REX%Z5000~7000 rpm (3000 x g) T20~30# = 0D B L THAI F 2Ry ML 2D EHEBRES Y/ TS0 M
EERTEET,

1.4 wfEfE K@) 75100 pLzHREX L. BIRAR (1£5) 900 pLICHRML £ 9, WMHEICNTEIIRELTHRITESLEY

(COBIEIZERIAEDL/I00FFRICHELED) .

50~60°C
00.25:00 =

3000 g00:00:30

ELISAFIE
2.1 VRAEF IS IEERRICDENeogen ELISAYTILEIDEDH L T E Y TR A —ICEy b LET, KIERD

Neogen ELISAVTILZRAINDFICRL. BEBH L T2~8 COREEICRLET,

2.2 Neogen ¥ATIT77OTAURERMERZEAL T HERAR (1F) THERLIREARZS LY MIRLEY,

FEES RERE 1ERRRISFTMLE 1EHENBROEE
(ng/mL) BERIBRODEE
5 270 Neogen ¥ ATI7/OT1> 990 uL
IREERMER L0 pL
4 90 FEAEATRS 200 pL 400 puL
3 30 1RAER KA 200 pL 400 pL
2 10 FEAEATR3 200 pL 400 puL
1 3.33 1RAERR2 200 pL 400 pL
0 0 0 400 uL
2.3 BIZEARIOO uLZERY ~TNeogen ELISAVTILICTHEH FLET,
o 1ZERRO(UBHERAR
o IZ#ERR1(3.33 ng/mL) ppb
o 1Z#EJAMR2 (10 ng/mL) ppb
o 1EHERKR3(30ng/mL) ppb
o 1ZZEJAIRA (90 ng/mL) ppb
o 1REEJARS (270 ng/mL) ppb
2.4 1ATHRELIHEREL00 uLZ ERY ETNeogen ELISAUTILICTETFLE Y,
2.5 Neogen ELISAUT/L%400 rpmIZERELTcA—EZIL S T—H—TAREBE (20~25°C) ICT30 27 B EL £,
CDATYTHIE TTILIZAN=ZMNFTTKFICREERZBH VT I,
2.6 &% Neogen ELISAVTILORBYERKS|IL£ T,




%@ i ﬂ

27 &Neogen ELISAYT/LE ISR TRSICHE T L RS LET, FEZTEETHEAE. TL— MRS ICLTREY

ERERSBICEIANSIMEDZE LURIE L ICT T 2SI TR TRE R 2B LET, 1EDOEXEICDOTIZD
FE%E3EEDIRL. §5H4E1EELE T,

2.8 MEXYATITHRPO> T2 —h100 uLz ERY b TENeogen ELISATTILICTE FLET, 400 rpmIZERE LA —EZIL
2= A—TC U ZABERETIOE20MIEELE T, CORXTYTHRIFTL—MIAN—ZF BRI CKFEICREE T,

29 RTYF26X2TEBORLEFR (LE) TEEFHAEEERLET,
2.10 Neogen HEBEEAR (TMB) 100 uLZ Ry b TENeogen ELISATVTILISE T LE T,

2.11 400 rpmICRELIcA —EZIIL S T —Ah—T VIl =zAEEETIODEEELE I COXTYTHRIETL—MMIhN—
ZMNF BRI CKEICHREET,

2.12 &% . &Neogen ELISAU T)LICNeogen RIGELEAR100 uLZFRIN L. 3093 ARICTIRFEE (450 nm) ZRIE L F 9%

Fd

N
X

<

.,

001000 BEFEERE




R 100uL
e 5 ™\

Chromogenic
Substrate Solution

o2z

[
5°8
=8
S 32

003000 BAERE

BRO9H

3.1 EREOFHYNYIISUVRERZELS|ZTET RIEDFHRIE —1ZEEARODFHEEIE)

32 ANSA—EZ—OV Ty IHSES ZHMETEZ A 1 —4—Y TR T 7 2B WT 8L ISEE Zng/mL (ppb) T
yEh E IS G TR ZIZERBROWAEZ T OV T EICKDIEEIR (IRER) 2T £9, ZXZER (TRAHER)
PHOHIGES HFEHATIEFIN. T —2ESDOREIFENIZCERTIEHD FE A

33 REENOSRFEEZHHLETEROENMIEng/mL (ppb) T, RICREDHFREBZREL TRIRADREZSE
To e RIS MRIEDIEFAIREN1/100TH D RERDRIFEEH200 ng/mL (ppb) THB1H5EIE REBREFEEIL
200 ng/mL x 100 = 20,000 ng/mL (ppb) . %4520 ug/ mL (ppm) & &D &7,

RIEMEEEF1E

a. DOEHRR (LOD) 1F1.1 ng/mL (ppb) TY
BRHERFIFIFEDHERKETED IV I/RE LR TERRMAEPIFEET DI T LILT Y ORERETY, 124AK0
% 36[EIRIE LToIBE DTN FREEIC3EIZEE(RZE (three standard deviations) ZIN X B9 2 REZHE T3
ETRELET,

b. E=ER (LOQ)IF0.3ppmTT

EERFISIBWEDBE TRENICEE TEIREPFICHFETE VLIS VOREEETY

B
#1748 Z (Intra-Assay Precision) FH%CV = <10% N=12
EANHBIRBE (Inter-Assay Precision) | F3#H%CV =<10% N=12
BE

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

EERERER ELISA MiXH=
BT R ERERE NI R R (ELISA),

= an it BA K PR &
Neogen® EERREH ELISA IR Z A FHNFMEEK (CIP) RAFK IMERF R RmA 2N T ]S~ 5
FRERRRER.

Neogen EERRER ELISA KNI ERAFC ELISA, #mPFENERRREDSRELKBHEREFLRESERUL
HMERRRNELRER N, BIAEERIEESEQRG, MISHERIALYE (HRP) HIEMMERRRIAE, XLEHIR
NS ZAEENERRREQTREEY. WITE PRSP EE, BIRM—EGREY 3,3 ,5,5 -HREKKE (TMB)
KIS TE I IFTIE S BES. XTEERNNEBSHNFRPEREREABRREMIELLZEW; FI, 450 nm BFAIIRITER
AIARGERNFRPERERREQINRE, ALEITHEREHENNFRPERRREGNE, R EMLRIENRE
BT H BRI IRIERF mS R B R TR,

Neogen EEERER ELISA NHF B L HZIREERAFINN L WA RESLEEIFRE TER X FERMBE LS
BYfTL R ER L an, Neogen [BARB R E AL, F140, XTI~ s A T2 (Likm. ImR R E1Fm, Neogen HARER

KIETIE, MR E AT A &R G BRI TR NS R TS Neogen BRIEBEE ELISA KTIAHIZ,
Neogen ERIERER ELISA KIAAIBEE 96 ML, 15 1 Ak,

= 1 NLFIRE M

mE ¥Rif HEEIE 1= BEH
(GEERKFER" P
7T BFAER)
Neogen® EEERE |—MEER, NES 96 1N al% | AlLUER, £2-8°C 7 |EWMEHASKAKRN
F ELISA #5TFL BRITARBFLEIMIRX A o BESETIE | FLAMTFIETIEHESR,
FIZERSE | AT E B EE
Kk, 28, FETE 2-8°CF
LUERFRR E Mo
Neogen® E =R —#R 1.5 mLBY 10X #iIRSE | | EMEERFIHER 7£ 2-8°C T | 10X HABFITEH M
HRP $3E5 (10X) 1L 4Es (HRP) HEEHIK (10X)o | 1/10, LUK IX TIE | e1F:68. FZEIFAEEZ 7R
BRo BE.

Neogen® EEERE | —MENRENERRREH, |15SH ELISAIZFER | 2-8°Co 15707k | Neogen EBERREH
BN ERTE R 77 AT AR o PR EERAE R TE AL IR

FIZEIHRRZ AR
T2 o

Neogen® #F%i& (5X) | —¥#R 50 mL BY 5X &, EMEFRRIER 1/5, | 2-8°C 5X Neogen A7
LU 1X TIEAR, Tt EEI A EEA
Neogen® #isiAaR —H#E 50 mL B9 20X HEER. | R 1/20 LURIE 1X | IX TEA&A | 20X Neogen HTER
(20X) TEAR. 20X AFAR | ERNRFIEEIHAR R
RBRIFTFE | ZBIRISE. 1X A%k
£2-8°CTFo | BARELVEFIEFHN—
Neogen® fZEXE AR | —if 120 mL B 4XIRERE A  [#BRE 1/4 UFI&E IXT | IXITIEAR | IXRERE AR 4X
E26 (4X) o B8 K, TEfERH, # 4X Neogen | Neogen $EEVE HIRTE
RO TERRMAE | REREHRR | FIE0EIHBHEE
50-60°Co ERIIFHET | ZAIRIRE.
2-8°C T
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Neogen® E&EY) —#R 12mL 89 3,3’ ,5,5 -[MEB | ATLAfER. 7£2-8°C & |, Neogen EBIK
BR BEEXRRE (TMB), FTFfE, YIARER IR &5
_ 'H\H E ,H\HZE_ME%\P‘_'O
Neogen® {2 LA —¥i 12 mL #9 0.3 M &, AT LAfER. 2-8°C Neogen {&EARIER
ML K EIEABERZ 7

ML S PR IZ B

AEN 10 3 100 uL WEZEENEES
RE
WERERE TS/ HKes
ZIRKEEBFK
MEEERIZENZS
HEIRFIFE HRAISEIEZZ A
EBSES

TERIR H 2
RHKATIRHIEFIRE
ENIRH23

RE
FAF Nz, IR H T Neogen ERIRRER ELISA NIHFRIRAFHIFER2ER. RERTFLZ WA, UEHRE
&,

A EBE: RRGRIER, MRFFEESE, ATREMRTE ™ ENASHEM/H 7K,
AR RRBENRRER, MRTETER, RSB HR%K,

AT RLERFREBRXBKONE, FERMUTED:

o RIBITIM/ MK/ ER/ATIWARENZAFE,

o AP HENERIER AN EAS#HITIEI; FIA0, (£ RKRILEMSE! 8 1ISO/IEC 17025%
o IAZETINELNERSIE, BIEEA RN F 8IS LM FIRFIEREEFHIFEE.

o EIRRIRRIEMR Neogen FILAR, BEAREMIERTHEMZ2ER.

AT RESERBMEERIBXEKN N, BRRREZ5R~n, HFEEUTER:

o FIERBEEN™mEEFRIETRFE Neogen EFEREH ELISA MIHFI=,

¥ Neogen ERIZRRER ELISA 1A 2B TENEHE =5 WIEI B RamMIFERFmo

BT A RAHRRS mE S PRH T ERITR,

N FERmBIRE LAIMYTTIL A Neogen EEIERER ELISA HIIRFI R, Neogen [HARAE FEHAIIE, F140, W F itk
AT RINE LS A5, IRRE K E ¥ am, Neogen [HARB HH AL,

AT HRESERTERBRKA XL, BeRRR5R~n, HESUTER:
o IAZRTEIHARHAZAIfER Neogen EREREH ELISA KMIXFI &,
[ ]
[ ]
[ ]
[ ]

GLR1E 20-25°C BORE T Neogen EEER ELISA 1 MIRFI 2 R4EXFIEI & TIEA R,
B2 7% Neogen EREREBITERE R,
NEBBRYARTE, BENER. BEARILREMTE! LUES Neogen EEBRMIABRIE X5
Neogen® i3S REE BN F ERERFKBEEEKE,
Neogend#REEH AT ZATFNERIENeogeniZEVE A RTP AN EMER, RERRMIT AR TERRFIBRES
LRl
o fFEANeogenZIHEEHAFNFZNERRPELITRSZRERRMIA RN, AR NIIEZA 2T HER
FHEK.

ATRESERTERIBXREXF XL, FER M TEL:
o HRMMERIEIEMBEN. NEFmIEIZ FILAIHAIT ELISA 12/,
o EBURITVEME LIE Neogen ERERRELTEN UM L RIZITHR,

BEAREHERUTREMESR.
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BRI AR A RIIE R, BRI TAIMLE www.neogen.com, tE ] 5 & L #H) Neogen RRIEHEEL R LUIRGHE
B,

RPRE
PP T SRR A R0 BBRI(E B EIHIEHATROMILE www.neogen.com SiBER 15 1) Neogen (R RIUEHTE, LI T R
ESER.

IEFRE RSN E—#, 1NR R EERME R SN T5 AR, SHARE & FIMNBEZR NEEE 5 A NS
. FmbE EMNSLRERA) MAIEETNER. BmiFmA S AR mER.

AR RGNS A= BT, & 51751 53X B 15 % 004 S 171G, LU RFMIZZREAVIC IS AR & A P BV
ARt BThARRERFENA EZNERTEER P MENENENR,

BIFR BN E—F, FREM Neogen BT EFREBIHNER, HAMRIIZRERTZEFHNRE,
(RIERRS)/ A PR S H

FRIER N mEENE RFRIEE 5788 ER, NEOGEN fMEAE IR RRIEM L 53 /50R, BEERRTFEHERES

M4 E FIRRYRIE. WNRIEEAES Neogen BmR 27 miF LR, Neogen SN EFINE HE r IH TR EHERHRER
BREFTMETIER. XEAMZ L IHEMIRITRIBRTT R, MBHERLER, B8R Neogen &R Neogen RN HE

Neogen SH{EFRH

NEOGEN FA&IHMEMIKRIRE 7157, TICIEMMME T EIL. [BIHE. 155k BARE~£/, GiFERRTFERE, RE
AL Neogen XIFTIBFEIAMARI = muRYIE (I A Rl sEEBE = BV £ 18

EZiEMFE

7£ 2-8°C T 7% H Neogen EREIZRREH ELISA HFZRABY. 1B707KK. IRIER 1 FRRFEHER TIEE K.
FNTESHA B HAZ [RfE Neogen EEIZRRER ELISA #IRF R4, I HA B HAFI#L S XA BB A8 IMUBIIRE Lo
RIBIAT H it/ X/ ER/ATIAREREMFE.

fsE A5t AA
RS REFIE . TN, TS BT AR R
RS

EERRL BFEIXFIETER (20-25°C) T RS SNILREREHFERMEEIIER R,
a. Neogen IZEVE A&
EEHE IXRIVE DR, HI0—1% Neogen 1REVEHIR (4X) HTE = EBFRHEIEKIHRR, EEHH], TICATIR

SHIBFIGE PFIRENE AR (1X) FE] 50-60°Co S MEREE 4.5 mL B9 IX 1ZEE R,

b. Neogen HRAR
EEHE IXHERAR, E—1% Neogen BRK (5X) FIMBINHEBRF KRBT, EMEREHEFTE 45mL A 1X
HRAR.

c. Neogen Wif%k:&mK
EEFIE DXORERR, B—19 Neogen AR (20X) HRINE 19 A B FRHE Bk, &1 Neogen ELISA 1 MIFLE
BRL 2.5 mL B IX AR,

X HTFETE 2-8°C TBY, Neogen Mt K (20X) RAIRES AR IK. EEAMRE, EH S HAR (1X) Za0, 7K

d. Neogen EEiESR HRP H3E5

EEHE IX ERRR HRP HATH, FIN—17 Neogen ERIZRR HRP 4B (10X) H7E 9 17 IX A RDHR. 7L
ZEARIHE. &7 Neogen ELISA #NFLFEZE 100 pL BY 1X EERR HRP 4T3,

H oS

L1 RIER 2 MRS ARRER AN EPRIER TERRNIER.
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®R2 FmblE

BmER BamA) W& (1/10)

Bl S m 0.5+0.02¢g A0 4.5 £ 0.09 mL B9FFA 1X HREVER R
RIAR 0.5+ 0.01mL |#04.5 £ 0.09 mL By 1X IZENE AR
MEE (CIP) RARZE K 0.5+ 0.01mL [#A04.5 £ 0.09 mL BT 1X FEENER A&

-

4.5 mL1X
Extraction buffer

- U B
0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

s- | - @

0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

R

1.2 1£50-60°C TRHERAE B FIRHKAIIRHIEFAPER 25 = 1 9. Z—MERER, 7 50-60°C TRERET
KAIEFFAER, HER 5 DHFoHER 1 D8

1.3 1%5F/5, 7 5000-7000 rpm (3000 x g) AR OIS 20 2 30 7, LUZAIHAIEK, S m el EZRPITUE 5 725
1.4 MAREl (k) BULEE 100 uL FREEZINE] 900 uL WHEAR (1X) Fo AlERIK7ZSIRZIER IR E (XN TR

a9 1/100 FERER.) o
50-60°C
00.25:00 —
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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#H Neogen EFEREBINERERFIEHETHEAR (1X) FH—AHBLDIREN.
EMRS FRERGER RINE 1X HE PR EETR 1X IREE AR
(ng/mL)
5 270 10 uL #9 Neogen EERREEH 990 L
PRAERIE R
4 90 200 uL BItREMRS 5 400 pL
3 30 200 pL BIATEYES 4 400 L
2 10 200 pL B9tREYIRS 3 400 pL
1 3.33 200 pL BT EYIRS 2 400 L
0 0 0 400 pL
2.3 FEER 100 uL 980 EYETZE] Neogen ELISA #FLA.
o INEWO(XERAR
o TREM1(3.33ng/mL) ppb
o TREM 2 (10 ng/mL) ppb
o 1A 3 (30 ng/mL) ppb
o 1A 4 (90 ng/mL) ppb
o FREHS5 (270 ng/mL) ppb
2.4 FEER 100 uL 7£ 1.4 P HIE I RIRE 572 2 Neogen ELISA #MFLA.

2.5

2.6
2.7

2.8

2.9

TEIFERIRE T (20-25°C), #§ Neogen ELISA 2 UFLE F1% 79 400 rpm BYEHIRSZ28H 30 £ 2 0¥, TR BRI
LEEHRFIKFLUBEZE %,

175, #7% Neogen ELISA 1 MFLEIR A,

fER IX AR RIE Neogen ELISA S FLST £ 78R H IR, SR F 1T A, BIENIR A FH /RS IRE/H2IEY)
AaaH, HERKE ERIZIB SN AL, UARRA BRI HTAER. EEMPE=IR, —Hdi%klR,

FEENR 100 pL B9 1X EEIRR HRP HEE574%12 E1E 1 Neogen ELISA 1L, EMFIREE T, EF1%79 400 rpm
HEMIRHE PR 10 = 2 D8h. LT BEHRFMNR A FE BEHRFTKT,

BEESE 2.6 M 2.7 LUEFERFELBR (1X) ST SR 45,

2.10 FEE 100 uL B9 Neogen R BIEMAR (TMB) #%#2EIE Neogen ELISA #MFLH,
2.11 EHFRRET, EFi&7 400 rpm BEMIR 728 10 58, LS BARRENL A FE B HRTFKTE,
2.12 BB E, A& Neogen ELISA #MFLA A0 100 uL A9 Neogen {2 IEBRFHTE 30 2 FAHERUKE (£ 450 nm BY) o
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001000/ RRE

ERSR

3.1 BESMERNTHERE ERNTYREEZFRERE 0 BITFIRULEREE,)

3.2 (FREEBEMNSEHEEMEINSHITENIRG, @iZ7E x 3 ELFRE (B4 ng/mL (ppb)) HE vy i E4L$EMER
PR R UL SRS HCR DB ER 4%, RAIEA M ZMN (TXFH12) HEMEEING B2, XEIMGHEIBINESHEE
B

3.3 MInEHEITEERRE, SR 2462 ng/mL (ppb). S, RLUIFRHERRE, SRRBEFERIVRE, f40,
WMREFBNERHEN 1/100, HEINEMZITENERRER 200 ng/mL (ppb), MIRAFRRER
200 ng/mL x 100 = 20,000 ng/mL (ppb), BN 20 pg/mL (ppm).

_ 6
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Eﬂ&ﬁ EYFHIE
S MRS (LOD) 2 1.1 ng/mL (ppb)

HMBRHIE X iiF mh S RN RIRRE, RERRIXNRE, 7 BeEEE MR KT X3 B NFmil B E= B
mm’e ANEE R = MIERES = +7VRIRAE 0 EERVTI9/E B EMRMNH 1+ EARR IR E S E LA FR S,

b. —ﬁE%J (LOQ) 2 0.3 ppm
= [RHIE X AN SIS SR REKTE, RERIXNKE, AEEIEEREKFESEBEEIHIRE,

*ﬁr&

HPIHERE 44 %CV = <10% N=12
Rial5E T35 %CV =<10% N=12
%%ﬁ#il

XERRARNEEER, EE(BFBMEHE)(Code of Federal Regulations) 5 21 &, % 58 #49). JEIRKMRLIE
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
ALUZUINS TTITUHANAUN

aanadau ELISA as213rin1dsfuainuunniiaiiia

n1sIndaunaauaNuusatdastuumamailnd laswi (ELISA) d11sunisitasisvdaniatidsfuuasuunniatiia

sngazidgananAanuazinalssdennislaeiu
Neogen® sannaaau ELISA as13u1Tdsfinanuuanailisaaniuuiiiians233uTUsfusavunanualialuinanganioua
n1svinANdzaauuy lunaadudaIu (CIP) draaNidunianndswinaan dunanluainis wasndnfiumnainisulssy

Neogen gavagay ELISA asravnTusiiuarnuuaaadisde ELISA uuuusude Tdsfiuauavunaaiadoionlugagiasyin
ﬂgnsmnuuaumuammquuﬁ'\mmmﬂmmmﬂsﬁ’qmmcﬁu”l'mwum‘uawauwaaa‘lm‘su”luiﬂ‘s“lmmasua's & nfian TUssiuily
finunzaanuan LLaumuammmemmuummLmLum/mauaLﬂmﬂuaasausmm‘mﬂasaanmma (HRP) a.,nmmuao”l,ﬂ LLaumuaﬁﬁﬁm
aanmsau leimaniiaznadiduansysznaudraudullsfiusasunanadofifaniznaunin nasandunaunisarasei
dav nsiindslasuaiin, 3,3,5,5-easuunaluugau (TMB) azm‘lwm‘s')awuLau'lsﬁumﬂmmznuaumusﬂaﬁmum ANSWEUIUaN
fanlFAseniAevasiuew laiulsiuTnoaseiuanuanausasTsfuwianuadie Wwiaswilnagau doiu ansganau

1 450 urTuwns SodumaruansueayTUsiuuanadaiiin lnlusaseday UsinawasTdsiiuuunaaadisluglagne

NagauaINITMNN RS UAUIEU TANNNASFIL FIFTWIUINNUINTFIUDDIANNDNDUNNGIV LatSuniun1siiaanuavaiiagy

a va

Neogen fanaday ELISA m’mm‘iﬂsﬁummmﬂmLmﬁﬂaammumLﬂ'a‘l‘ﬁ‘luamwLnﬂéauﬁaoﬂgumm5‘Iﬂﬂéﬁwmmmsﬁ
'Lﬁ%umsﬂﬂausuﬁmmmﬁﬂﬁmﬂﬁﬁﬁms Neogen vl ladavinanansifieniunislanandaniluandvngsudu g uanan
ammnm‘mmmimam‘samu gL Neogen ol leaaniandsifienfunandunidmsunisnadaudaieen daatne
\A3avA1a fadanvndiin udadauufianfudad Neogen sanadau ELISA astavnTdsfiuarnusaauadadelilavinnng
Usafiufunandamnaing nssuaunisudsslaning uassafisunisnadaufidull laviaue

Neogen aianadau ELISA asrannTusfinanuuanaifisnlssnaunia 96 wau aunaduialuanis1ei 1

»15191 1 drudsznavsagavaday

518119 n1s3ILLUA N15AALA3LN A1SLALSANT | AuLdRYS
(as1uazdanludiu
msm%uuﬁ'lm)
Neogen® viau ELISA |1 gewaua azdsznaumawan  [wsantlawiu 2-8°C lunv Fagnneasaiussn
a5 TUsfiuanuie | dauuaudvadiuuunanle 96 Wapaiida NANULATENITAAAIINEY
ALALie nau wsanfuasge |Agelulalaviu oy
AN flaoumnnil 2-8°C 1ia
SnwANULETa5ULY
JUNUADEUDNARA
NI
Neogen® Aauqinn waudvad (10X) fimauginad  |139919 1/10 viufinau  |2-8°C luiiiia  |mauqine 10X fadu
HRP wasunaaafls  |udasausedzilasaandiod larnwiarinlnla idiiasauiiviununane
(10X) (HRP) 10X wu1a 1.5 ua. wily dsazarudsulaenu AIHANAFHDU
. YIAUA7 1X
Neogen® nen ‘Iﬂsmummuuﬂmmmﬂmmsm TUsagnisin3anss 2-8°C v Neogen ﬁnmmmﬁgm
wnsguTUsfuaasuna |Anuausuiiseiauni wnsguludinuavdu |ud TUsAuaaaiuanaidie
ANALie nau ELISA faudfiasaudein
_ NuAdNEUDIYAN AL
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Neogen® dainlmde
379 (5X)

#19v111d2319 5X auia 50
1A, NI

139279 1/5 iuiinau
lararuiariniule
d19azaradnsulaeu
1X

2-8°C

Neogen d@15azany
YirlniSaa19 5X finnnu
id@fasauiviununang
AIHANAFHDU

Neogen® d&15arant
dmsulara (20X)

d15azargdnsuiaany 20X
AUIR 50 1a. UilvuIn

130919 1/20 tiavin
d19azarad nsulaanu
1X

2-8°C dmsu
Vd1sarane
Ayl
31X e
ey
ADIFEI5ATAL
dusulaane
20X

Neogen d15azany
ausuleans 20X i
AMNLFTaTUTIU
WUADNE VNG ANAFDL
dsaranudmsule
a0 1X finuddos
Wuatagetaumity
FUanndsannnisia
8

\I

Neogen® iiniWasn1s

iiasnisadia 4X aua 120

130319 1/4 1Wavin

2-8°C #1115

TiWwasnsdana 1X waz

dnm E26 (4X) ua. witvanna asavanudnsulaiu [Vivasaras  [Neogen tininasnng
1X dsazarudmdule | dmsula dfm 4X Tanudiias
MUATUNAUA 50-  |91u 1X uas AUTITUNNADIEVDIAA
60°C naulau 1181 Neogen [nadau
twasnis
dim 4X
Neogen® Asaranusy | 3,3,5,5-1ansuuialuugsin wsaulavu 2-8°C luiifin  [JavAulnwuainuas
auTAs TN (TMB) 211 12 ua. uitvwin Neogen &1sazanssiie
ulasTuRinial1u
_ W@hgsaudviurunany
VavAANAFL
Neogen® d@13azang nsadaia3n 0.3 M auln 12 ua. |wsaulaenu 2-8°C Neogen d15azany
dusulavge witvan dusulavigafinany
d@fiasauiviunuaang

'
al

adnsaun lufinnlnluge lawn:

naannnaal

LA 59\16’]\1/“’]58\16]GILLNIL8']W']5LH UOL‘D'E]
mﬂaumammmﬂiaaau

fJudavasfidandifianuwuugndindunisiivdns 10 83 100 TuTasang

Lﬂsaoar'muwumvmil,amlfﬁa . } )
aUnsaud syl luvavdiisinisaiianiy q dmsunisiesontiioiuasdisazaistinines
UIMNITULIAN

Lﬂimwaumiuuuwumu

mqmmmnamuﬂmmumemamumwn \auuuen

L3I UEIEITUUIFTIL

ANdaaany
wlamisanu vinaun 1 wasdfiifauwayaniuainulaaadanyualudiuusitd sy Neogen ianagau ELISA as1aun
TdsfuannuuaaaLiie idudALusitauaulaaniaildmsulaatdaluaurnn

A dndau:  udavdanunisaiidudunsta Gavnlundnidas ananaluiinnisildadinnsan1suialdusuusiuaz/viannuis
MLAININLTU
aaduine:  scudarunisanatadudunsia vinlundniday ananaluiinanudauiananinadu
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X

maamm‘mtﬁmmnm‘ua\inumsﬁuwamfimu msﬂg] IRV

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
Uaaafaiiud

Auusiniaananudsaiardunanisinsisinuuaulaaniin lWgnisdassnansamidinistwdauaantyl:

e Jaifiu Neogen ganadau ELISA astavTusiuainuuaaafisniuiszy 1 luussadaumuasludiuusiinislaeiu
nAOS N

o Neogen fanaday ELISA n5791 T sfuanuAAIAlEd SIS ULALIa 8N IUEIINRaNTIHIUATISASIIFELRIN
wiaunelursan auanuad

o UitiReusuiisunisuazdniiunisnagaudivisyy o wdaiauludiuusiin1slanunandoem

e Neogen felladavinanasiienfunisle Neogen sanaday ELISA asranaTlsfiuarnuuaniaiialuandvingsudu
4 UBNAIINANFIMNTTHAMITUSaLAaFN fnaundia Neogen fio 'l leaananasiierfundnsumitdiunisvagay
faatven fatnaAiavdtand fatinadin niadatuiuafudag

Aruunitinanadsaiardunan ligneasusugiiminldgnislassnansaniinisthuiauaana:

o Neogen sanaday ELISA mwm‘f,ﬂsﬁumnLLuﬂmmLﬁuﬁauiuuummmaua

o Jawmduudrsazarudmiulaviutaglaitananausas Neogen savagau ELISA asravaTusfiuainuuaanaified
anuundl 20-25°C L1dua

e vuuaude Neogen tinanunnsgiuTussivaasusnniade

e wlau windrsazatusvaulasuainuadoududiintu Uaaaiuuuimielunsufuaiea
wevnmstwidouanuans Neogen drsazausnulasuaiin

e Neogen® Allergen Protein Testing Kits liaansnlamsiadinsizusnagneiilaseasraasTlsfiugnrinaiaaiadfasanla
1a5lagd (hydrolyzed protein)

e Neogen ganagauTdsfinuuusiaisi gnaanuuuiianagaullsfiuainamisudsguiiazarsdu Neogen tiinasnisaria
33n15uva819lunisulsglamnsanainlufizasindalunisnasouTusdiumune

e nszuAuMSUUsIYaMNSLNELNY anadInanan1smadauTUsfiuluanisTaele Neogen afanadaullsfiunuusiaisi @lsﬁ
IUAITATIFALIIZNeFaLTINa TN raNAL R U sraAa IUASIAUAIMNABINITVDIN 1T

YavravlfiiRn1s" tNauan

maé‘omm

WiaanAudavainnanisnadauii lugnaas AIsUAGS

° ANNIEE LSRR NMEIAINNNSEARSN 1 lalsHiiu Arsvindunau ELISA

e  3an15 Neogen d@suiansgiuTisfivaasiuaaiadiaaniniuinilunisdfiic
YIUVDIFIDEN

NUANIINNN1TINAAIDLN
Afwamaslfiifing iiadasiunistwdau

gnuilandrisuayaniuaulaaniauaITdnuInaaIN1TNI LAY ALANLAL

inaavnisuayatianuandIsdsc@naninnaniouan Tusaiun Uy laauasisnn www.neogen.com w3afanaaILnuuIEm
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

wladuuinidanidnisnedauniandniounla q ulsufiuduiudiaaiiunzaunazvinluisnisnadauiifdanlinseniu
ISR RN
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uananil N‘l‘mummiuNﬂ‘ﬁau‘lumsmamﬁmsmmaauua Naaw51/1161‘11«1Lﬂuvlﬂmwnamwum‘umaﬂmLLaJummmao?\'um

UFeIAUAIBNTaFaLEY 9 nadwsitlaannislanandamneuas Neogen Food Safety lafinnn Tulasudssiudganinaas
wadnaudadunauiilanagay

aadrfnuasnissulszAu/nisTairauLudIia
L’;utwiazszuafjﬁosﬁ’mtdo‘lu‘ﬂa:ﬁqﬁmmﬁuﬁmLf“imﬁuui‘sqﬁmeﬁmmﬁuﬁmémﬂ%mm fiTauzasuanslunissy

Useulaq W Taadauaamsalautsans Sesamdeun lusrdauias n155udssAulaq luanuamnsalunisaians

e (Merchantability) w3a n1slgdasauanaulssToaiauaiumnaanis (Fitness) ninauailaq waviilawy doa
unwsasluaulasadudeniuaimis dlauniasunudasiuuiei lasuauginainilalauandaninauddouduamaunu
wiaAuwIuAduAl Gudunisifienananissiaungnainiidiniiagn nsaunfnnasunuaasiiTalnundasunudadmunad
asuaugyinaniilaau

aadinAINSuAnTauuas Neogen

NEOGEN 2 lufufingraunanisgeyidandaninuidavingle o MTaunsy Tasaan Auduniasuniziiadwiiasarnnisiie
deyeun vdafidumaduiias saudsun lusrdaiasnsgdonannls musufingausaimne Neogen Tunnguunaaseaas sl
AusIAaaINaSumTiEunausaunwsae lunnsdile o Anu

[ L% J L
AStnUSNPILLALNITNIIN
AaLAUFIN5591u Neogen atanaday ELISA asraunTusfiuarnuuaniafianaauinill 2-8°C vanuaidy IatAudsazanadiisy
larvuiitiaaualaninnasuialun1sien 1

nav lulwdrulsznay Neogen sfanadan ELISA as1avTusfiuainuuaniafianayainiuiviunais Jununaieiasuiigiauda
ALUFAY LIVURAINATUUINVINGDY

AndavanseiiaunaruinsgiuandIvinssu/maviiu/niinia/dsandluilagiiv

ALusuINs T
UFtdaudausicMauaagvasidaasaunay wan ludfjiisianiniu analuwan lugneaaiuudnla

N1SIM3aNUIEN
Uningminunaanut iniaanniiviay (20-25°C) naulaiu laniasusdmsulalunasdfiifinsidzaindmsuidaauazdniiu
dsavargdmsulaviu

n. Neogen linilasnsdnm

Tunisedantivinasnisdaia 1X Lisin Neogen iiWiwasniadia (4X) nilvaiu uazidaawluiinduvidavinadnlasau
duau auinmasnisdna (1X) anvrurauivaunnil 50-60°C Tuauiiaiuauaunivdasuunividaiuuiaainanla
U MagNiaazaunavlmininasnisdia 1X auia 4.5 ua.

a. Neogen d@15azaravinluiiaav

TunsedunansarateyinInEaany 1X Ludin Neogen msm‘lmaamo (5X) witvdrn avluindunsarirfiadnlosaud
dU fatunardusavlraisazateritlndasns 1X auia 4.5 ua. iovus

A. Neogen d1sazaradmsulaaie

Tunsedangsararaainiulaany 1X Tudn Neogen d1sazaradiniulaany (20X) unilvdiu avlulinnduniaviinauda
lasau 19 @1 1au Neogen ELISA unasvquaavladisaratadiniyleany 1X auin 2.5 ua. Taadseuno

wuae: a13finsiiandnilu Neogen dsazanadmsuilaaiy (20X) Waldusnui liniaaunndl 2-8°C lunisazalrtndn u
au Neogen d1sazaraainduiaany (20X) auiivanuunil 30-35°C luatninaiuauaniniviaguuinisidanaunisinzas
d1gavaradiusulaans (1X)

9. Neogen aauainn HRP aasuunmaLia

Tunswsaumauging HRP aaduuaaaiie 1X Tiin Neogen aauging HRP aavuaaiaiile (10X) wilvaiu wazida
Inludsazanarinluidaay 1X ludauaa 9 dru iw3auviuiinanlaiu vau Neogen ELISA unavviguaadlanauqing
HRP aiavuaaalila 1X auia 100 lulasdng
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ATSIASUNAIDUTY

W6 AaavuuanavananlatWinasn1sdin 1X Nauainuiualrduivanrinil 50-60°C
1.1 w3ausagd nsun1sanalusfinlunaaanaaatndzainmsaraannaaadiuylasualniniuiasuiglrlunsiei 2

M5 2 N15LAZLNAIDLNY

IASNDAIDL UUINAIAL | N15L32319 (1/10)
R RG] 0.5+0.02n. |[puiiinasnisdnn 1X NauaiNnuuinal auin 4.5 + 0.09 ua.
2IU5LUAN 0.5+ 0.01 1a. | niiinasn1sain 1X NauaNnuuInal auin 4.5 + 0.09 ua.

Urandganiaaavnisvinaugzatauuuly | 0.5 £ 0.01 ua. | iniiWinasnisaia 1X Nauauuinal auim 4.5 + 0.09 ua.
nandudlu (CIP)

DI
+
4.5 mL1X
Extraction buffer
UILUAN
™
—_— +
0.5 mL 4.5 mL1X
Extraction buffer
- ™
[lum
- — +
cIp ‘ L]
0.5 mL 4.5 mL 1X
Extraction buffer

1.2 unnzgafagiidaanual luaiimiuauasuniuuuiva1uiaguitwstdauuuiua1naoand 50-60°C utian 25
+ 1 w1l dnnadandalasudias i luatniiaiuquanuniniaguuiwisidananrigll 50-60°C waziaaialaiiaduiian
1 U1 vn 9 5 uli

1.3 UAIRINAITUNIWELTALAD UYULUILNAaE197 5000-7000 saunauii (3000 x A.) 1uian 20 §iv 30 3u1ii tialuaunia
Juiiunaunialaaaluanacnauliuian 5 urilussinselauaaanaaas

1.4 1Ay 100 WTAsansnszauna™ (Ussnaumiain) uadfiuavludisaratavinludaasn (1X) auin 900 TuTasans yuIw
vaalngNNaNan T U (F93:n1Aun15138919 1/100 wavfaa19L6N)

50-60°C
00.25:080 » )
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2
o=
[t
Ty
[
[ ]

3000 n. / 00:0030

\
100ul

9001 =

-—
‘ X Diluent

diumau ELISA

2.1 1mau Neogen ELISA aanuilanauaafiiag Nuas/m3ad1501055711% wauan 1 luinievau iviau Neogen ELISA 7
TulalaAudnl luganaaa dadiuaninnduliiiunauunil 2-8°C

2.2 1un1sl9 Neogen® tinauinsgiuldsfivaasinaaiaiils uedaudisuinsgiuuiiwianiiaavuarludrsazanavinilu

132319 (1X) nilsam

NNELAVNINGF U AIULUNUUNINTSIU :J%mmmaam'safmsg'mﬁtﬁu Usumsuasdrsazararinlu
(w1Tunsu/ua.) avludsvinluidaae 1X 132319 1X
5 270 Neogen 1ireuinssuTdssiuany 990 luln5ans
wuaATaLiia 10 Tu1Asans

4 90 F1FUNNTFIUNRNIELULAY 5 BUIR 400 lulasans
200 lulasans

3 30 F1FUNNIFIUUNEAY 4 YUIR 400 lulasans
200 Tn1A9ans

2 10 1501955 UNUNULEY 3 YUIA 400 u1A5805
200 Tu1As8ns

1 3.33 F1FUNNTFIUNNILULAY 2 YUIR 400 lulasans
200 lulasans

0 0 0 400 lulasans

2.3 fuadsuinsgruunazaiia 100 luiasansasluman Neogen ELISA

d1501055u 0 (aﬁaumﬂm‘lmaama 1X)
d15019557U 1 (3.33 w1 TunsN/ua. ) mumawumumu
150191557 2 (10 w1 TunsN/ua.) a'zumawumumu
d15u109571U 3 (30 unTun3u/ua.) mumawumumu
d150710957U 4 (90 unTun3u/ua.) mumawumumu
d150191557U 5 (270 unTunsu/ua.) AURaNUAIUEIU

2.4 fuagauwitddauazesonlrluza 1.4 100 luTasansavlunau Neogen ELISA

2.5 unwsziganau Neogen ELISA lutadavtaandisuulsiunisnai 400 saunauil Naaunniiviay (20-25°C) uian 30 +
2 ufi Aasauvan luassnuissauTvag lussunudiarAulussuiaunauiliialasAunisseineg

2.6 MaIIINATTUNLNIELTD ad1suavrau Neogen ELISA

2.7 &uunau Neogen ELISA usazviauluisiuaigaisazatadinsulaany 1X wazgaaan winvinn1saiaiaiia lunauaiuiwan
wadw/tgndsivasludvase uasiaizsuauassIaiEItunssaduliaudndisazatadmsulaannanaiy vingidunau
fEmATIHaa NN UUATATY

2.8 ilulamauging HRP aiavuuaaaila 1X auia 100 lulasansaslunau Neogen ELISA unazviau unwisidaluindag
[ ENd@5ULUITILNNATT 400 saunaulii Naauuniivavduiial 10 £ 2 uaii asauviau L lunlisuarinunlvag lusseu
WeaAUsEnINdUna Uil
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2.10 flula Neogen dsazanasaulasiuiaiin (TMB) aua 100 luTasansaslunan Neogen ELISA unazvax

2.9 vingguaaui 2.6 war 2.7 ialuaasunavuadasvaladisazaradisuiaans (1X)

'
o

2.11 vunugaluiadavdiuandsiuuls unaeain 400 saunauivi Naasuniiviaviduan 10 uifl asaunau llundauazinu
IvagluseauifennuseriIndunauil

2.12 wavannisultwistda Iuiin Neogen d1sazanadiusulanan auia 100 lulasdnsaslunau Neogen ELISA wsnazuau
LAINANSTUINITAANAL (11 450 urTuuas) analu 30 uli

I=—1

100pl e
900yl ==

_— .
X Diluent

(
fo

e

e Buter

00:30:00/anumniivias

g
100[1& |
0010:00/anumaivias
100pL \
h

M
X
_—
<
Chromogenic
Substrate Solution -

DD:]D:DD/qmunﬁv?m
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A15ILATILUINA

3.1

3.2

3.3

AULANHAUEUURA

.

WNATHUURAILAREIUANAIDLIUARLAIDEN (ATNaU laaaIn1TaandnadauavalIagauaINaIn lauasn1saanauLaae
VAIANFULININTFIU)

laarannuIsAaNRInasidNsaasvaIulsuEu T TaddRnduLLENIsfinas d51adulamnnsgrulaunisnianaanu
wnuduu TunSU/Aadans (FuaoRuaIuaIun) vuunu X wazainsganauiiowlanuansuinsgiuiidannaasiuunas
Fauuuny Y uanainit arvledndsuduTamnuindudugas (@un1sindedas) uiadutavau 4 1o ao1vlsinuaiulsy
uTavmaniuaialuaayafiuiugitiaanin

mmmmﬂm‘ﬁwﬁummﬁ'aaaiwmmz?uiﬂyommmu nﬁaamaowaé’wéﬁam‘fun%m/ua (si’msiaﬁuémé’au) miu gaueas
N15UBINI5II196BERENT AU TNVUVDIFIDLFN FIDLLLU mﬂmimamqmwmmmmamqﬂa 1/100 uaw
mmLmumu‘uaqmamwamﬁuiﬂqmmsmumwnu 200 mTunsu/ua (mumawumumu) mmmwmwmaomamqammmu
WAL 200 urTundu/ma. x 100 = 20,000 urTunsu/ua. (@usaiuaiuain) Gy 20 WTasnsu/ab. (@unoaiuaiu)

0=

Uanrausnganitasizula (LOD) imaAy 1.1 unTundu/ua. (Frunaviuaruaiu)

Usnrasingainsianudiuaiduauiauausigauaddisnaniunilusiaginadauiidiuisadiiunannaia a1 Tl
a19dda o seduanuiiu i ladsvuas mmwuﬂ‘imﬂm'ﬂwummmmumm‘55'1ua'mmaa‘Lummmmuﬂmwmmsm
ﬁuummsmumuﬁuwnm LATNISANMUI LA NN UALR LI TD

Usunaudngafidansasiavuaniusuas (LOQ) wmfu 0.3 drunaaiuan

Usnrasingandinisasiauaidusiaudvuadussausngauavdrsnaniuniludiaainadauiaiunsasiaiuiiu
AIAY b FTAUAMNUNULNAIUM3

AU LLNUEN

T IR R A L R TR LT R G o [T I PAY ALaaLl %CV = <10% N=12

AMNLNUENTEUINEST LRSI 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.

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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e HEZF4(90ng/mL)ppb
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31 2 NEe| B2 U3 US BUICARS| BT S48 TS U KE N2 ¥R S4B US

32 4749 ojrEiS BXIAEIA ZH HEES WA 4 A HFE ATEF0IZ A3 ng/mL(ppb) EHRIR S XX,
St HEY S48 HS 212 yA0| BAIS0l BE S PARILICH 2%} ChEHal(2) (= 7|} AS e g Y 4
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33 EZE ZHOIM AR ST AMSHIAIR. 23t Tl ng/mL(ppb)LICH 121 Tk AR 8|4 K45 Z8h Haf Azl
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| =
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R
7|E Lf HEE I %CV =10% 0|2t N=12
F|IE 2t HAUT YT %CV =10% 0|2t N=12
F3an T
1. 0|=2 AFolef=, 0| A 7, EI0|E 21, IE 58. H| A M A0 Ciet 24 AWM 22| 7|,
2. ISO/IEC17025. A& 3! AE MHA AZkof| CHer Lt 27 AFg
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). & M: M2&N A E 22|22 ELISA 2H o
A3 "Xh HFLE| XE 2 2 ARl J. AOAC Int. 93, 442-450.
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X NEOGEN |
Petunjuk Produk

ELISA Kit Protein Macadamia

Penetapan Kadar Imunosorben Taut-enzim (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)) untuk analisis kuantitatif
protein macadamia.

Deskripsi Produk dan Maksud Penggunaan
ELISA Kit Protein Macadamia Neogen® dimaksudkan untuk mendeteksi protein macadamia pada air bilasan akhir
(clean-in-place water (CIP)), sampel swab lingkungan, bahan makanan, dan produk makanan olahan.

ELISA Kit Protein Macadamia Neogen menggunakan sandwich ELISA. Protein macadamia dalam sampel bereaksi
dengan antibodi anti-macadamia, yang telah diserap ke permukaan sumur mikrotiter polistiren. Setelah protein tak
terikat diangkat dengan pencucian, ditambahkan konjugat antibodi anti-macadamia dengan horseradish peroksidase
(horseradish peroxidase (HRP)). Antibodi berlabel enzim ini membentuk kompleks dengan protein macadamia 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 macadamia dalam sampel yang diuji; dengan demikian, absorbansi, pada 450
nm, adalah ukuran konsentrasi protein macadamia pada sampel uji. Jumlah protein macadamia pada sampel uji dapat
diekstrapolasi dari kurva standar (dibangun dari standar konsentrasi yang diketahui) dan disesuaikan untuk tindakan
pengenceran sampel.

ELISA Kit Protein Macadamia 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 Macadamia Neogen belum dievaluasi pada seluruh kemungkinan produk
makanan, proses makanan, dan protokol pengujian.

ELISA Kit Protein Macadamia 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
Macadamia Neogen® [plat berisi 96 sumur berlapis kantong foil ulang berisi sumur
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 Satu vial berisi 1,5 ml Antibodi | Encerkan 1/10 segera [2-8 °C dalam Konjugat 10X stabil
Macadamia Neogen® |Konjugat 10X Horseradish sebelum digunakan gelap. sampai tanggal
(10X) Peroxidase (HRP) (10X). untuk membuat kedaluwarsa kit.
I larutan kerja 1X.
Konsentrat Standar Satu vial berisi konsentrasi Mengacu pada 2-8 °C. Jangan |Konsentrat Standar
Protein Macadamia protein macadamia yang persiapan standar dibekukan. Protein Macadamia
Neogen® diketahui. di Bagian Prosedur Neogen stabil
ELISA. sampai tanggal
_ kedaluwarsa kit.
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Neogen® (20X)

pembersih 20X.

membuat larutan kerja
1X.

larutan kerja 1X
dan konsentrat
Larutan

Pembersih 20X.

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 stabil
sampai tanggal
kedaluwarsa kit.
Larutan Pembersih
1X stabil minimal
satu minggu setelah
persiapan.

Ekstraksi Buffer E26
Neogen® (4X)

Satu botol berisi 120 ml
ekstraksi buffer 4X.

Encerkan 1/4 untuk
membuat larutan
kerja 1X. Larutan kerja
harus dipanaskan

2-8 °C untuk

larutan kerja 1X
dan konsentrat
Ekstraksi Buffer

Ekstraksi Buffer 1X
dan Ekstraksi Buffer
Neogen 4X stabil
sampai tanggal

Neogen®

0,3 M.

sampai 50-60 °C Neogen 4X. kedaluwarsa kit.
sebelum digunakan.
Larutan Substrat Satu botol berisi 12 ml 3,3, Siap pakai. 2-8 °C dalam Jauhkan dari cahaya.
Kromogenik Neogen® |5,5-tetrametilbenzidin (TMB). gelap. Larutan Substrat
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
Macadamia 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:

° 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 Macadamia Neogen seperti yang ditunjukkan pada kemasan dan dalam petunjuk produk.
e  Gunakan ELISA Kit Protein Macadamia 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 Macadamia 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 Macadamia Neogen sebelum tanggal kedaluwarsanya.

e  Selalu siapkan larutan kerja menggunakan reagen terkonsentrasi ELISA Kit Protein Macadamia Neogen pada suhu
20-25°C.
Jangan bekukan Konsentrat Standar Protein Macadamia Neogen.
Jika Larutan Substrat Kromogenik berubah menjadi biru, jangan gunakan. Ikuti 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 Macadamia 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 Macadamia Neogen pada suhu 2-8 °C. Jangan dibekukan. Simpan larutan kerja yang
diencerkan seperti yang dijelaskan pada Tabel 1.

Komponen ELISA Kit Protein Macadamia 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 Macadamia Neogen

Untuk mempersiapkan Konjugat HRP Macadamia 1X, tambahkan satu bagian Konjugat HRP Macadamia Neogen
(10X) dan encerkan dalam 9 bagian larutan Pengencer 1X. Persiapkan segera sebelum digunakan. Setiap Sumur
ELISA Neogen memerlukan 100 pl Konjugat HRP Macadamia 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

-

4.5 mL1X
Extraction buffer

[l

S 4

4.5 mL1X
Extraction buffer

=4

0.5 ml 4.5 mL 1X
Extraction buffer

- — + G
cIP ,‘ L
—

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 g
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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 Macadamia Neogen, siapkan set dengan lima standar yang diencerkan

dalam Larutan Pengencer (1X).

Nomor Standar Konsentrasi Standar Volume standar ditambahkan Volume larutan Pengencer
(ng/ml) pada Pengencer 1X 1X
5 270 10 pl Konsentrat Standar 990 pl
Protein Macadamia Neogen
4 90 200 pl dari standar nomor 5 400 pl
3 30 200 pl dari standar nomor 4 400 pl
2 10 200 pl dari standar nomor 3 400 pl
1 3,33 200 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.

2.4
2.5

2.6
2.7

2.8

2.9

210

2.1

—

Standar O (Larutan Pengencer 1X)
Standar 1 (3,33 ng/ml) ppb
Standar 2 (10 ng/ml) ppb
Standar 3 (30 ng/ml) ppb
Standar 4 (90 ng/ml) ppb
Standar 5 (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 Macadamia 1X ke masing-masing Sumur ELISA Neogen. Inkubasi
pada orbital shaker dengan kecepatan 400 rpom 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).

Pindahkan dengan pipet 100 pl Larutan Substrat Kromogenik Neogen (Chromogenic Substrate Solution (TMB)) ke
masing-masing Sumur ELISA Neogen.

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.
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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.

100yl

—-—

00:30:00/suhu ruang

00:18:00/suhu ruang

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

00:10:00/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.
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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 1,1 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 tiga puluh enam replikasi standar nol dan menghitung konsentrasi yang sesuai.
b. Batas Kuantifikasi (Limit of Quantification (LOQ)) adalah 0,3 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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