| Product Instructions
iNE[IEEN E9GPNE

= &N Pine Nut Protein ELISA Kit

= Kit ELISA Protéine Pignon de Pin

= Pinienkern Protein ELISA Kit

= (D Kit ELISA per la rilevazione delle proteine di pinolo
= &S Kit ELISA para Proteina de Pifiones

= @D Pijnboompit Proteine ELISA test

= &Y Pine Nut Protein ELISA Kit

= ©A Pinjekerne Protein ELISA Kit

= @O Pinjekjerneprotein ELISA Kit

= Kit ELISA para Proteina de Pinhdo

= & Kit AokiLpaoiag ELISA Npwteivng KoukouvapLwy

= Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w
orzeszkach piniowych

= ELISA Ha6op (NnpoTeuH KeapoBOro opexa)
= Cam Fistigi Proteini ELISA Kiti

= BoER7O71 VELISAx v k

= @ FEH ELISA &I &

= @ ganaday ELISA asiauiTdsAuaniuandu
= St CHHEL ELISA 7|E

= ELISA Kit Protein Kacang Pinus

= @ nginll grigp 1l pih



X NEOGEN

(EN) (English) ‘ﬁ‘ H

Issue Date: 2024-01

Product Instructions

Pine Nut Protein ELISA Kit

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

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

The Neogen Pine Nut Protein ELISA Kit utilizes a sandwich ELISA. The pine nut proteins present in the sample react

with the anti-pine nut antibody, which have been adsorbed to the surface of polystyrene microtiter wells. After the
removal of unbound proteins by washing, anti-pine nut antibodies conjugated with horseradish peroxidase (HRP) are
added. These enzyme-labeled antibodies form complexes with the previously bound pine nut protein. Following a

second washing step, the enzyme bound to the immunosorbent is detected by the addition of a chromogenic substrate,
3,3’,5,5-tetramethylbenzidine (TMB). The color development from this enzymatic reaction varies directly with the
concentration of pine nut protein in the sample tested; thus, the absorbance, at 450 nm, is a measure of the concentration
of pine nut protein in the test sample. The quantity of pine nut protein in the test sample can be extrapolated from the
standard curve, constructed from standards of known concentration, and adjusted to consider the sample dilution.

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

and testing protocols.

The Neogen Pine Nut 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® Pine Nut One foil bag with a plate of 96 | Ready to use. 2-8°Cin Re-seal foil bag
Protein ELISA Wells removable antibody coated sealed foil containing unused
wells. bag with wells and desiccant.
desiccant. Store at 2-8°C to
maintain stability until
the expiration date of
the kit.
Neogen® Pine Nut One vial with 1.5 mL of 10X Dilute 1/10 2-8°Cinthe | The 10X conjugate
HRP Conjugate (10X) | Horseradish Peroxidase (HRP) | immediately prior dark. is stable until the
Conjugated antibody (10X). to use to make a 1X expiration date of the
. working solution. kit.
Neogen® Pine Nut One vial with a known Refer to the ELISA 2-8°C. Do not | Neogen Pine Nut
Protein Standard concentration of pine nut Procedure Section for | freeze. Protein Standard
Concentrate protein. standard preparation. Concentrate is stable
until the expiration
_ date of the kit.
Neogen® Diluent (5X) | One bottle with 50 mL of 5X | Dilute 1/5 2-8°C The 5X Neogen

Diluent 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 pyL

The user should read, understand, and follow all safety information in the instructions for the Neogen Pine Nut 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 Pine Nut Protein ELISA Kit as indicated on the package and in the product instructions.

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

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

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

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

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

NOTICE

To reduce the risks associated with inaccurate results:

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

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

Consult the Safety Data Sheet for additional information.

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

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

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

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

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

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

Limitation of Warranties/Limited Remedy

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

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

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

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

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

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

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

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

b. Neogen Diluent Solution

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

c. Neogen Wash Solution

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

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

d. Neogen Pine Nut HRP Conjugate

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

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

Table 2. Sample preparation

Sample matrix Sample size Dilution (1/10)

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




ELISA Procedure
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.

2.1
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2.2 Utilizing the Neogen Pine Nut 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

5 405 10 pL of Neogen Pine Nut 990 uL
Protein Standard Concentrate

4 135 200 pL of standard number 5 400 pL
3 45 200 pL of standard number 4 400 pL
2 15 200 pL of standard number 3 400 uL
1 5 200 pL of standard number 2 400 pL
0 0 0 400 pL

2.3

2.4
2.5

2.6
2.7

2.8

Pipette 100 pL of each standard into Neogen ELISA Wells.

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

Standard O (1X Diluent Solution)
Standard 1 (5 ng/mL) ppb
Standard 2 (15 ng/mL) ppb
Standard 3 (45 ng/mL) ppb
Standard 4 (135 ng/mL) ppb
Standard 5 (405 ng/mL) ppb

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

2.9 Repeat steps 2.6 and 2.7 to complete a total of four washes with Wash Solution (1X).
2.10 Pipette 100 pL of Neogen Chromogenic Substrate Solution (TMB) into each Neogen ELISA Well.

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

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

100ul T k2 4
‘QOOpIQ
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Result Analysis

3.1

3.2

3.3

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

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

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

Minimum Performance Characteristics

a.

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

The limit of detection is defined as the lowest concentration of the allergen in a test sample that can be distinguished
from a true blank sample at a specified probability level’. It is determined by adding three standard deviations to the
mean optical density value of forty-eight standard zero replicates and calculating the corresponding concentration.
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b. The Limit of Quantification (LOQ) is 0.5 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
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Instructions relatives au produit

Kit ELISA Protéine Pignon de Pin

Méthode immuno-enzymatique (ELISA) destinée a I’analyse quantitative des protéines de pignon de pin.

Description et utilisation du produit

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

Le Kit ELISA Neogen Protéine Pignon de Pin utilise un test ELISA en sandwich. Les protéines de pignon de pin présentes
dans I’échantillon réagissent avec les anticorps anti-pignon de pin 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-pignon de
pin couplés a la peroxydase de raifort (HRP). Ces anticorps marqués par ’enzyme forment des complexes avec la protéine
de pignon de pin 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 pignon de pin
dans I’échantillon testé ; par conséquent, ’'absorbance a 450 nm représente une mesure de la concentration de protéine de
pignon de pin dans I’échantillon testé. La quantité de protéine de pignon de pin 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 Pignon de Pin est congu pour étre utilisé en laboratoire, par des professionnels formés
aux techniques de laboratoire. Neogen n’a pas étudié I'utilisation de ce produit dans des secteurs autres que ceux de
I’alimentaire et des boissons. Par exemple, Neogen n’a pas étudié ce produit dans le cadre de tests sur des échantillons
de produits pharmaceutiques, cosmétiques, cliniques ou vétérinaires. Le Kit ELISA Neogen Protéine Pignon de Pin n’a
pas été évalué avec tous les produits, processus alimentaires et protocoles de tests possibles.

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

Une ampoule de solution de
protéine de pignon de pin 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
Pignon de Pin 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 Diluera 1/4 pour 2a8°Caussi | Le Tampon
Neogen® E26 (4X) tampon d’extraction 4X. obtenir une solution de | bien pour la d’extraction 1X et le
travail 1X. La solution | solution de Tampon d’extraction
de travail doit étre travail 1X Neogen 4X sont
chauffée a 50260 °C | que pourle stables jusqu’a la date
avant utilisation. concentré de péremption du kit.
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 Pignon de Pin. 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 Pignon de Pin conformément aux indications fournies sur ’lemballage et
dans les instructions relatives au produit.

° Utiliser le Kit ELISA Neogen Protéine Pignon de Pin 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 Pignon de Pin 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.

Pour réduire les risques liés aux résultats inexacts, qui peuvent entrainer la diffusion de produits contaminés :
° Toujours utiliser le Kit ELISA Neogen Protéine Pignon de Pin avant sa date de péremption.
e  Toujours préparer les solutions de travail en utilisant les réactifs concentrés du Kit ELISA Neogen Protéine Pignon
de Pin portés a une température de 20 a 25 °C.
Ne pas congeler I’Etalon concentré Neogen Protéine de Pignon de Pin.
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 Pignon de Pin 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 Pignon de Pin 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 Pignon de Pin 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 4 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 3 2 &
8 °C. Pour dissoudre les cristaux, portez la Solution de lavage Neogen (20X) & 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 Pignon de Pin 1X, verser un volume de Conjugué HRP Neogen Pignon de Pin (10X)
et le diluer dans 9 volumes de solution de Diluant 1X. Préparer juste avant utilisation. Chaque Puits ELISA Neogen
nécessite 100 pL de Conjugué HRP Pignon de Pin 1X.

d. Conjugué HRP Neogen Pignon de Pin

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 0,5 0,01 mL Verser 4,5 = 0,09 mL de Tampon d’extraction 1X

nettoyage (PN) préchauffé

Solide
N )

|
{1

Ny oS, ’
U> . 4.5 mL1X

Extraction buffer

Liquide

=
. b4
0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

CIP

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

00:25:00 ~ »

3000 g / 00:0030

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 a 2 a 8 °C.

2.1

2.2 En utilisant ’Etalon concentré Neogen Protéine de Pignon de Pin, préparer une série de cing 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
5 405 10 pL d’Etalon concentré Neogen 990 uL
Protéine de Pignon de Pin
4 135 200 pL d’étalon n°5 400 pL
3 45 200 pL d’étalon n°4 400 pL
2 15 200 pL d’étalon n°3 400 pL
1 5 200 pL d’étalon n°2 400 pL
0 0 0 400 pL

2.3

24
2.5

2.6
2.7

Pipetter 100 pL de chaque solution étalon dans des Puits ELISA Neogen.

Etalon O (Solution de diluant 1X)
Etalon 1 (5 ng/mL) ppb

Etalon 2 (15 ng/mL) ppb

Etalon 3 (45 ng/mL) ppb

Etalon 4 (135 ng/mL) ppb
Etalon 5 (405 ng/mL) ppb

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 ’évaporation.

Aprés incubation, aspirer le contenu des Puits ELISA Neogen.

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.

6
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2.8 Pipetter 100 pL de Conjugué HRP Pignon de Pin 1X dans chaque Puits ELISA Neogen. Incuber dans un agitateur orbital
réglé sur 400 tr/min, a température ambiante, pendant 10 + 2 minutes. Maintenir la plaque couverte, dans I'obscurité et
a niveau pendant cette étape.

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

2.11 Incuber dans un agitateur orbital réglé sur 400 tr/min, a température ambiante, pendant 10 minutes. Maintenir la
plaque couverte, dans I’obscurité et a niveau pendant cette étape.
2.12 Aprés incubation, verser 100 pL de Solution d’arrét Neogen dans chaque Puits ELISA Neogen et déterminer

I’'absorbance
(3 450 nm) dans un délai de 30 minutes.

00:10:00/température ambiante




(Frangais) ‘ﬁ H

Chromogenic
Substrate Solution

00:10:00/ambient temperature

Analyse des résultats

3.1

3.2

3.3

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).

A l’aide d’un logiciel informatique capable de générer un modéle d’ajustement logistique & quatre paramétres,
construire une courbe étalon en plagant la concentration en ng/mL (ppb) sur I'axe des abscisses et la mesure
d’absorbance sur I’axe des ordonnées. Une fonction 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.

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

Caractéristiques des performances minimales

a. La Limite de détection (LOD) analytique est de 1,3 ng/mL (ppb)
La limite de détection est définie comme la plus faible concentration d’allergéne présente dans un échantillon testé
qui peut étre distinguée d’un échantillon blanc véritable, a un niveau de probabilité spécifié®. Elle est déterminée
en ajoutant trois déviations standards a la valeur moyenne de densité optique de 48 répliques zéro standards et en
calculant la concentration correspondante.
b. La limite de quantification (LOQ) est de 0,5 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 spécifiés.
Précision
Précision intra-test % CV moyen=<10% N=12
Précision inter-test % CV moyen=<10% N=12
Références
1. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices for

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

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

Gebrauchsanweisungen

Pinienkern Protein ELISA Kit

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

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

Das Neogen Pinienkern Protein ELISA Kit verwendet die Technik Sandwich-ELISA. Die in der Probe vorhandenen
Pinienkern Proteine reagieren mit dem Pinienkern-Antikorper, der adsorptiv an die Oberflache von Polystyrol-
Mikrotiterplatten gebunden wurde. Nach dem Entfernen ungebundener Proteine durch Auswaschen werden die
Pinienkern-Antikérper, die mit Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert sind, zugegeben. Diese enzymmarkierten
Antikorper bilden Komplexe mit dem zuvor gebundenen Pinienkern 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 Pinienkern Proteinkonzentration
in der getesteten Probe ab; somit ist die Extinktion bei 450 nm ein MaR fiir die Pinienkern Proteinkonzentration

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

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

Artikel Kennzeichnung Vorbereitung Lagerung Stabilitat
(Weitere Informationen
finden Sie im Abschnitt
-Reagenzvorbereitung®.)

Neogen® Pinienkern Ein Folienbeutel Gebrauchsfertig. 2-8°Cim Folienbeutel mit
Protein ELISA- mit einer Platte mit verschlossenen unbenutzten
Mikrotiterplatten 96 entnehmbaren, Folienbeutel mit | Mikrotiterplatten
antikérperbeschichteten Trockenmittel. und Trockenmittel
Mikrotiterplatten. wieder verschlieen.
Lagerung bei
2-8 °C, um die

Haltbarkeit bis zum
Verfalldatum des
Sets zu erhalten.

Neogen® Pinienkern Eine Durchstechflasche |Verdiinnen Sie 1/10 2-8°Cim Das 10x Konjugat

HRP-Konjugat (10x) mit 1,5 ml 10x unmittelbar vor dem Dunkeln. ist bis zum
Meerrettichperoxidase | Gebrauch, um eine Verfalldatum des

I (HRP) Konjugierter 1x Arbeitslésung Sets stabil.
Antikdrper (10x). herzustellen.

Neogen® Eine Ampulle mit Siehe Abschnitt 2-8 °C. Nicht Das Neogen

Pinienkern Protein bekannter Pinienkern ,ELISA-Verfahren® einfrieren. Pinienkern Protein

Standardkonzentrat Proteinkonzentration. far Informationen zur Standardkonzentrat

Standardvorbereitung. ist bis zum

_ Verfalldatum des
Sets stabil.
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Neogen® Verdiinner
(5x)

Eine Flasche mit 50 ml
5x Verdlinner.

Verdiinnen Sie 1/5
unmittelbar vor dem
Gebrauch, um eine
1x Arbeitslésung
herzustellen.

2-8°C

Die 5x Neogen
Verdiinnungslésung
ist bis zum
Verfalldatum des
Sets stabil.

Neogen®
Waschlésung (20x)

Eine Flasche mit 50 ml
20x Waschlésung.

Verdiinnen Sie 1/20, um
eine 1x Arbeitsl6sung
herzustellen.

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

Die 20x Neogen
Waschl6sung 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 Extraktionslésung.

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

2-8 °C fir die 1x
Arbeitslésung und
das 4x Neogen
Extraktionslo-

Die 1x
Extraktionslésung
und die 4x Neogen
Extraktionslésung

0,3 M Schwefelsaure.

Gebrauch auf 50-60 °C sungskonzentrat. |sind bis zum
erwarmt werden. Verfalldatum des
Sets stabil.
Neogen® chromogene |Eine Flasche mit 12 ml Gebrauchsfertig. 2-8°Cim Vor Licht schiitzen.
Substratlésung 3,3,5,5*- Dunkeln. Die Neogen
Tetramethylbenzidin chromogene
(TMB). Substratlésung
ist bis zum
_ Verfalldatum des
Sets stabil.
Neogen® Stopplésung [Eine Flasche mit 12 ml | Gebrauchsfertig. 2-8°C Die Neogen

Stoppl6sung ist bis
zum Verfalldatum
des Sets stabil.

Material nicht im Lieferumfang des Sets enthalten:

Prazisionspipetten und Pipettenspitzen zum Aufnehmen von 10 bis 100 pl
Testrohrchen

Mikrotiterplatten-Washer/Aspirator

Destilliertes oder entionisiertes Wasser

Mikrotiterplattenleser

Laborutensilien zur Herstellung von Reagenzien und Pufferlésungen
Timer

Vortexmischer

Schittelwasserbad oder Schiittelinkubator

Orbitalschittler

Sicherheit
Der Anwender sollte alle Sicherheitshinweise in den Anweisungen zum Neogen Pinienkern Protein ELISA Kit lesen,
verstehen und befolgen. Bewahren Sie diese Sicherheitshinweise auf, um spater auf sie zurlickgreifen zu kénnen.

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

HINWEIS: Bezeichnet eine potenzielle Gefahrensituation, die — wenn sie nicht vermieden wird — zu Sachschaden
fuhren kann.
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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 Stoppl6ésung, 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 Pinienkern Protein ELISA Kit wie auf der Packung und in den Gebrauchsanweisungen
angegeben.

e  Verwenden Sie das Neogen Pinienkern Protein ELISA Kit fiir Lebensmittel- und Umweltproben, die intern oder
durch Dritte validiert wurden.
Befolgen Sie das Protokoll und fiihren Sie die Tests genau wie in der Gebrauchsanweisung angegeben durch.
Neogen verfiigt Uber keine Daten zur Anwendung des Neogen Pinienkern Protein ELISA Kits in anderen Industrien
als der Lebensmittel- und Getrankeindustrie. Zum Beispiel verfiigt Neogen tber keine Daten zur Verwendung
dieses Produkts mit Pharmazeutika-, Kosmetika- oder klinischen und tiermedizinischen Proben.

Um die Risiken falscher Ergebnisse, die zur Freisetzung eines kontaminierten Produkts fiihren wiirden, zu vermeiden:
e  Verwenden Sie das Neogen Pinienkern Protein ELISA Kit immer vor Ablauf des Verfalldatums.
e  Bereiten Sie Arbeitslosungen mit den konzentrierten Reagenzien des Neogen Pinienkern Protein ELISA Kits immer
bei 20-25 °C zu.
Frieren Sie das Neogen Pinienkern Protein Standardkonzentrat nicht ein.
Verwenden Sie die chromogene Substratlésung nicht, wenn sie blau gefarbt ist. Befolgen Sie die guten
Laborpraktiken', um eine Kreuzkontamination der Neogen chromogenen Substratlésung zu vermeiden.
Neogen® Allergen Protein Testkits sind nicht fiir den Nachweis von hydrolysierten Proteinen bestimmt.
Die Neogen Allergen-Protein-Testkits wurden entwickelt, um Proteine aus verarbeiteten
Lebensmitteln nachzuweisen, nachdem diese im Neogen Extraktionspuffer aufgeldst wurden. Einige
Lebensmittelverarbeitungsmethoden kdnnen 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 Ergebnisse 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 Pinienkern Protein Standardreihen gemaR den guten Laborpraktiken', um eine
Kreuzkontamination der Proben zu vermeiden.

Weitere Informationen sind dem Sicherheitsdatenblatt zu entnehmen.

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

Anwenderverantwortung

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

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 kdnnen. Die Lebensmittelprobe selbst
kann die Ergebnisse beeinflussen.

Bei der Auswahl der Testmethode oder des Testprodukts obliegt es dem Anwender, eine ausreichende Anzahl an Proben
auszuwerten, um zu bestatigen, dass die ausgewahlte Testmethode die Kriterien des Anwenders erfiillt.
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Ebenso liegt es in der Verantwortung des Anwenders, zu bestétigen, dass die Testmethoden und -ergebnisse den
Anforderungen seiner Kunden und Lieferanten entsprechen.

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

Haftungsbeschriankungen/Beschriankte Rechtsmittel

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

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

Neogen Haftungsbeschrankungen

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

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

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

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

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

b. Neogen Verdiinnungslésung

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

c. Neogen Waschlésung
Um 1x Waschldésung herzustellen, fiigen 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.

Hinweis: Wenn die Neogen Waschlésung (20x) bei 2—-8 °C gelagert wird, kann es zur Bildung von Kristallen
kommen. Um Kristalle aufzulésen, erwarmen Sie die Neogen Waschlésung (20x) vor der Herstellung der
Waschldsung (1x) in einem Wasserbad oder einem Inkubator auf 30 bis 35 °C.

d. Neogen Pinienkern HRP-Konjugat

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

Tabelle 2 beschrieben vor.

Tabelle 2. Vorbereiten der Probe

Flissig
[ ]
0.5 mL
[ ]
CIP
0.5 mL

Extraction buffer

4.5 mL1X
Extraction buffer

4.5 mL1X
Extraction buffer

Probenmatrix ProbengréRe Verdiinnung (1/10)
Feste Lebensmittel 0,5+0,02g Figen Sie 4,5 = 0,09 ml vorgewarmte 1x
Extraktionslésung hinzu
Flissige Lebensmittel 0,5+ 0,01 ml Fiigen Sie 4,5 = 0,09 ml vorgewarmte 1x
Extraktionslésung hinzu
Clean-in-Place-Sptilwasser (CIP) 0,5 0,01 ml Flgen Sie 4,5 = 0,09 ml vorgewarmte 1x
Extraktionslésung hinzu
Fest
‘ -
() e
~ — 4
: 05, ]
U> o 4.5 mL1X

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

1.3 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.

1.4 Entnehmen Sie 100 pl aus der mittleren (wissrigen) 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 ~ !
: | G
' oder

‘ 1 :‘ . N

0

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 Pinienkern Protein Standardkonzentrats eine flinfteilige Standardreihe her, die in

Verdiinnungsldsung (1x) verdiinnt ist.

Standardreihennummer | Standardkonzentration Volumen des zum 1x Volumen der 1x
(ng/ml) Verdiinners hinzugefiigten Verdiinnungslésung
Standards
5 405 10 pl Neogen Pinienkern Protein 990 ul
Standardkonzentrat

4 135 200 pl von 400 pl
Standardreihennummer 5

3 45 200 pl von 400 pl
Standardreihennummer 4

2 15 200 pl von 400 pl
Standardreihennummer 3

1 5 200 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 (5 ng/ml) ppb
Standardreihe 2 (15 ng/ml) ppb
Standardreihe 3 (45 ng/ml) ppb
Standardreihe 4 (135 ng/ml) ppb
Standardreihe 5 (405 ng/ml) ppb

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

Mikrotiterplatte.




2.5

2.6
2.7

2.8

2.9
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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.

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

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

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

Mikrotiterplatte.

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

Mikrotiterplatte wahrend dieses Schritts bedeckt und waagerecht.

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

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

00:10:00/Raumtemperatur




(Deutsch) ‘ﬁ H

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 pg/ml (ppm) ist.

Mindestanforderungen

a.

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

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

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

b. Die Bestimmungsgrenze liegt bei 0,5 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.

Erklarung der Symbole

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 Corporation.
© 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.

FSO0898A



@ (Italiano) ‘ﬁ ﬁ

Data di pubblicazione: 2024-01

X NEOGEN

Istruzioni sul prodotto

Kit ELISA per la rilevazione delle proteine di pinolo

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

Descrizione del prodotto e uso previsto

Il kit ELISA Neogen® per la rilevazione delle proteine di pinolo & indicato per la rilevazione delle proteine di pinolo
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 pinolo Neogen utilizza un ELISA a sandwich. Le proteine di pinolo presenti nel
campione reagiscono con |'anticorpo anti-pinolo, il quale & stato assorbito dalla superficie dei pozzetti di microtitolazione
in polistirene. In seguito alla rimozione di proteine non legate tramite il lavaggio, vengono aggiunti anticorpi anti-pinolo
coniugati a perossidasi del rafano (HRP). Questi anticorpi enzimatici formano complessi con la proteina di pinolo
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 pinolo nel campione testato; pertanto,
I'assorbanza, a 450 nm, & una misura della concentrazione di proteina di pinolo nel campione di test. La quantita di

proteina di pinolo 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 pinolo 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 pinolo
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 pinolo 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 sigillata | contenente
proteine di pinolo con essiccante. | essiccante e
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 ml Diluire 1/10 appena 2-8 °C al riparo | Il coniugato 10X
pinolo Neogen® (10X) [ di anticorpo coniugato a prima dell'uso dalla luce. ¢ stabile fino alla
perossidasi del rafano (HRP) per ottenere una data di scadenza
I 10X (10X). soluzione di lavoro del kit.
1X.
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Concentrato standard | Una fiala contenente una Fare riferimento 2-8 °C. Non Il concentrato

di proteine di pinolo concentrazione di proteina di | alla sezione congelare. standard di

Neogen® pinolo nota. Procedura ELISA proteine di pinolo
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
1X. del 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
soluzione di lavoro
1X.

la soluzione di
lavoro 1X sia per
il concentrato
di soluzione di
lavaggio 20X.

lavaggio Neogen
20X é stabile

fino alla data di
scadenza del kit.
La soluzione di
lavaggio 1X &
stabile per almeno
una settimana

in seguito alla
preparazione.

Tampone di
estrazione Neogen®
E26 (4X)

Un flacone contenente 120 ml
di tampone di estrazione 4X.

Diluire 1/4 per
ottenere una soluzione
dilavoro 1X. La
soluzione di lavoro
dovra essere riscaldata
a 50-60 °C prima
dell'uso.

2-8 °C sia per

la soluzione di
lavoro 1X sia per
il concentrato

di tampone

di estrazione
Neogen 4X.

Il tampone di
estrazione 1X

e il tampone di
estrazione Neogen
4X sono stabili
fino alla data di
scadenza del kit.

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

Neogen®

di acido solforico 0,3 M.

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 pinolo 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, come 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 pinolo Neogen come indicato sulla confezione e nelle
istruzioni sul prodotto.

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

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

AVVISO

Per ridurre i rischi associati a risultati non precisi:

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

° Gestire gli standard di proteine di pinolo 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 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 pinolo 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 pinolo Neogen non devono essere utilizzati oltre la data di
scadenza. La data di scadenza e il numero di lotto sono riportati sull'etichetta esterna della scatola.

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

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

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

a. Tampone di estrazione Neogen

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

b. Soluzione diluente Neogen

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

c. Soluzione dilavaggio Neogen

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

Nota: quando la soluzione di lavaggio Neogen (20X) viene conservata a 2-8 °C, al suo interno potrebbe verificarsi
la formazione di cristalli. Per dissolvere i cristalli, riscaldare la soluzione di lavaggio Neogen (20X) a 30-35 °C in un
sistema a bagnomaria o in un incubatore prima di preparare la soluzione di lavaggio (1X).
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Per preparare il coniugato HRP di pinolo 1X, aggiungere una parte di coniugato HRP di pinolo 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 pinolo 1X.

Preparazione del campione

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

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

descritto nella Tabella 2.

Tabella 2. Preparazione del campione

Matrice campione

Dimensione

Diluizione (1/10)

Clean in Place (CIP)

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

preriscaldato

Solido

|
{1

Liquido

CIP

Ny oS, ’
U> . 4.5 mL1X

Extraction buffer

=
. S
0.5mL 4.5 mL1X

Extraction buffer

0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

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

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

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

campione originale).




50-60 °C
00.25:00 _

3000 g/00:0030

Procedura ELISA
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 a 2-8 °C.

2.1

2.2 Utilizzando il concentrato standard di proteine di pinolo Neogen, preparare un set di quattro standard diluiti nella

soluzione diluente (1X).

Numero standard Concentrazione standard Volume dello standard Volume della soluzione
(ng/ml) aggiunto a diluente 1X diluente 1X
5 405 10 pl del concentrato standard 990 ul
di proteine di pinolo Neogen
4 135 200 pl di standard numero 5 400 pl
3 45 200 pl di standard numero 4 400 pl
2 15 200 pl di standard numero 3 400 pl
1 5 200 pl di standard numero 2 400 pl
0 0 0 400 pl

2.3

2.4
2.5

2.6
2.7

Pipettare 100 pl di ciascuno standard nei pozzetti ELISA Neogen.

Standard O (soluzione diluente 1X)
Standard 1 (5 ng/ml) ppb
Standard 2 (15 ng/ml) ppb
Standard 3 (45 ng/ml) ppb
Standard 4 (135 ng/ml) ppb
Standard 5 (405 ng/ml) ppb

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

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.

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

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.

6
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2.8 Pipettare 100 pl di coniugato HRP di pinolo 1X in ciascun pozzetto ELISA Neogen. Incubare su un set di agitatori orbitali
a 400 rpm a temperatura ambiente per 10 = 2 minuti. Durante questa fase, mantenere la piastra coperta al riparo dalla
luce e in posizione diritta.

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

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

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

100ul

00:30:00/temperatura ambiente

00:10:00/temperatura ambiente

100 L\
U/_\ \ 7
X
‘ _—
Chromogenic
Substrate Solution -

00:10:00/temperatura ambiente
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Analisi dei risultati

3.1 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).

3.2 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.

3.3 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 sard 200 ng/ml x 100 = 20.000 ng/ml (ppb), ossia
20 pg/ml (ppm).

Caratteristiche minime di funzionamento
a. Il limite dirilevazione (LOD) analitico & 1,3 ng/ml (ppb)

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 quarantotto replicati zero standard e calcolando la concentrazione
corrispondente.

b. Il limite di quantificazione (LOQ) & 0,5 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
1. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices for
Nonclinical Laboratory Studies.

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

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

Instrucciones del Producto

Kit ELISA para Proteina de Pifones

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

Descripcion del producto y uso previsto

El Kit ELISA para Proteina de Pifiones Neogen® esta disefiado para la deteccidn de proteinas de pifiones 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 Pifiones Neogen usa una prueba ELISA sandwich. Las proteinas de pifiones presentes en la
muestra reaccionan con el anticuerpo anti-pifiones, que se ha absorbido en la superficie de los pocillos de microtitulacion
de poliestireno. Después de remover las proteinas libres mediante lavado, se afiaden los anticuerpos anti-pifiones
conjugados con peroxidasa de rabano (HRP, por sus siglas en inglés). Estos anticuerpos marcados con enzimas forman
complejos con la proteina de pifiones previamente unida. Después de un segundo paso de lavado, la enzima unida al
inmunoabsorbente se detecta mediante la adicién de un sustrato cromogénico, 3,3’,5,5-tetrametilbenzidina (TMB, por sus
siglas en inglés). El desarrollo de color de esta reaccién enzimatica varia directamente con la concentracion de proteina
de pifiones en la muestra analizada. Por consiguiente, la absorbancia, a 450 nm, indica la concentracion de proteina de
pifiones en la muestra de prueba. La cantidad de proteina de pifiones en la muestra de prueba se puede extrapolar a partir
de la curva esténdar, construida a partir de soluciones estandar de concentracion conocida y se ajusta para considerar la
dilucién de la muestra.

El Kit ELISA para Proteina de Pifiones 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 evalué el Kit ELISA para Proteina de Pifilones Neogen con todos los
posibles productos alimenticios, procesos de alimentos y protocolos de prueba.

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

Tabla 1. Componentes del kit

Articulo Identificacion Preparacion Almacenamiento |Estabilidad
(consulte la seccién
Preparacion de
Reactivos para
obtener informacién
detallada)
Pocillos del Kit ELISA |Una bolsa metalica con Listo para usar. A una temperatura | Vuelva a sellar la
para Proteina de una placa de 96 pocillos deentre2°Cy bolsa metalica
Pifiones Neogen® removibles revestidos con 8 °C en una bolsa |con los pocillos
anticuerpos. metadlica sellada |sin utilizary
con desecante. el desecante.
Almacene entre
2°Cy8°C
para mantener
la estabilidad
hasta la fecha de
vencimiento del
kit.
Neogen® Conjugado |Un vial con 1,5 mL de Diluya en una A una temperatura | El conjugado
de Pifiones HRP (10X) |anticuerpo conjugado (10X) proporcién de 1/10 de entre 2 °C 10X es estable
de peroxidasa de rabano inmediatamente antes |y 8 °Cenla hasta la fecha de
(HRP) 10X. de usar para preparar |oscuridad. vencimiento del
I una soluciéon de kit.
trabajo 1X.
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Concentrado Estandar
de Proteina de
Pifiones Neogen®

Un vial con una concentracion
conocida de proteina de
pifiones.

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

A una temperatura
deentre2°Cy
8 °C. No congelar.

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

Neogen® Diluyente
(5X)

Un frasco con 50 mL de
Diluyente 5X.

Diluya en una
proporcion de 1/5
inmediatamente antes
de usar para preparar
una soluciéon de
trabajo 1X.

A una temperatura
deentre2°Cy
8°C

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

Solucién de Lavado
Neogen® (20X)

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

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

A una temperatura
de entre 2 °C

y 8 °C tanto

para la solucién
de trabajo 1X
como para el
concentrado de

la Solucién de
Lavado 20X.

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

Neogen® Solucién
Amortiguadora de
Extraccion E26 (4X)

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

Diluya 1/4 para
preparar una solucién
de trabajo 1X. La
solucion de trabajo se
debe calentar hasta
50°C 060 °C antes de
Su uso.

Almacene tanto
para la solucién
de trabajo

1X como el
concentrado de la
Neogen Solucién
Amortiguadora de
Extraccién 4X a
una temperatura
deentre2°Cy

8 °C.

La Solucién
Amortiguadora de
Extraccién 1Xy la
Neogen Solucién
Amortiguadora
de Extraccion

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

Neogen® Solucién de
Sustrato Cromogénico

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

Listo para usar.

A una temperatura
de entre 2 °C
y8°Cenla
oscuridad.

Proteja de la
luz. La Neogen
Solucién

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

Neogen® Solucion de
Paro

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

Listo para usar.

A una temperatura
deentre2°Cy
8°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
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Lector de placas de microtitulacion

Elementos de laboratorio varios para la preparacién de reactivos y soluciones amortiguadoras
Temporizador

Agitador mecanico

Bafio de agua con agitacion o incubadora con agitacién

Agitadora orbital

Seguridad
El usuario debe leer, comprender y respetar toda la informacion de seguridad que se incluye en las instrucciones del Kit
ELISA para Proteina de Piflones 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
dafos 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,

e  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 Piiones Neogen como se indica en el embalaje y en las instrucciones del
producto.

° Use el Kit ELISA para Proteina de Piflones 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 Piflones Neogen 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.

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 Pifiones Neogen antes de la fecha de vencimiento.

° Siempre prepare las soluciones de trabajo usando los reactivos concentrados del Kit ELISA para Proteina de
Pifiones Neogen a una temperatura entre 20 °C y 25 °C.
No congele el Concentrado Estandar de Proteina de Pifiones Neogen.
Si la Solucion 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 produccién de alimentos podrian afectar la deteccion 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
propésito 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 extraccion de la muestra.

° Manipule los Estandares de Proteina de Piflones Neogen siguiendo las Buenas Practicas de Laboratorio! para evitar la
contaminacién cruzada de las muestras.
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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.

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

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 péngase en contacto con su representante o distribuidor local de Neogen para obtener
mas informacioén.

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 eleccién. 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 Pifones Neogen a una temperatura de entre 2 °Cy
8 °C. No congelar. Almacene las soluciones de trabajo diluidas como se describe en la Tabla 1.

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

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

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

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

a. Neogen Soluciéon Amortiguadora de Extraccion

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



Neogen Solucion Diluyente
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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.

Solucion de Lavado Neogen

Para preparar una Solucion 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 °Cy 35 °C en un bafio de agua o incubadora antes de preparar la Solucién de Lavado (1X).

Neogen Conjugado de Pifiones HRP

Para preparar el Conjugado de Pifiones HRP 1X, afiada una parte del Conjugado de Pifiones 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 Pifiones HRP 1X.

Preparacién 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 extraccion de proteina en un tubo de ensayo limpio o en un tubo desechable, como se

describe en la Tabla 2.

Tabla 2. Preparacién de la muestra

Matriz de la muestra

Tamano de la
muestra

Dilucién (1/10)

Alimentos sélidos

0,5g+0,02¢g

Anada 4,5 mL = 0,09 mL de Solucién Amortiguadora de
Extraccién 1X precalentada

Alimentos liquidos

0,5mL = 0,01 mL

Anada 4,5 mL = 0,09 mL de Solucién Amortiguadora de
Extraccién 1X precalentada

Agua de lavado final de la limpieza in situ

0,5mL = 0,01 mL

Anada 4,5 mL = 0,09 mL de Solucién Amortiguadora de

Extraction buffer

Liquido
[

|

4.5 mL1X

0.5mL
Extraction buffer
[ ]
—_— +
CIP ,
0.5mL 4.5 mL1X

Extraction buffer

(CIP) Extraccién 1X precalentada
Sdélido
I )
() -
I — +
o !
‘ 05, ’
U> v 4.5 mL1X




1.2
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Incube las muestras diluidas en un bafio de agua con agitacion o en una incubadora con agitacion 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.

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 aiddalos 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

00:05:00

3000 g/00:00:30

Procedimiento ELISA
2.1

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

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

de entre 2°Cy 8 °C.

2.2 Utilizando el Concentrado Estandar para Proteina de Pifilones 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
5 405 10 pL del Concentrado Estandar 990 uL
de Proteina de Piflones Neogen
4 135 200 pL del estandar numero 5 400 pL
3 45 200 pL del estandar nimero 4 400 L
2 15 200 pL del estandar nimero 3 400 pL
1 5 200 pL del estandar nimero 2 400 pL
0 0 0 400 pL
2.3 Pipetee 100 pL de cada estandar en Pocillos Neogen ELISA.

Estandar O (Solucién Diluyente 1X)
Estandar 1 (5 ng/mL) ppb
Estandar 2 (15 ng/mL) ppb
Estandar 3 (45 ng/mL) ppb
Estandar 4 (135 ng/mL) ppb
Estandar 5 (405 ng/mL) ppb




2.4
2.5

2.6
2.7

2.8

2.9
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Pipetee 100 pL de la muestra extraida preparada en 1.4 en un Pocillo Neogen ELISA.

Incube los Pocillos Neogen ELISA en un agitador orbital configurado a 400 rpm a temperatura ambiente (entre
20 °Cy 25 °C) durante 30 minutos * 2 minutos. Mantenga los pocillos cubiertos y nivelados durante este paso para
evitar la evaporacion.

Después de la incubacién, 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 Pifiones 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).

2.10 Pipetee 100 pL de Neogen Solucién de Sustrato Cromogénico (TMB) en cada Pocillo Neogen ELISA.

2.11 Incube en un agitador orbital configurado a 400 rpm a temperatura ambiente durante 10 minutos. Durante este

paso, conserve la placa cubierta en la oscuridad y nivelada.

2.12 Después de la incubacién, afiada 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
concentracién final de la muestra es 200 ng/mL x 100 = 20 000 ng/mL (ppb) que es 20 ug/mL (ppm).

Caracteristicas minimas de rendimiento

a. El Limite de Deteccion (LOD, por sus siglas en inglés) analitica es de 1,3 ng/mL (ppb).
Se define el limite de deteccidon como la menor concentracion del alérgeno en una muestra de prueba que se pueda
distinguir de una verdadera muestra en blanco en un nivel de probabilidad especificado®. Se lo determina afiadiendo
tres desviaciones estandar al valor medio de la densidad éptica de cuarenta y ocho duplicados de estandar cero y
calcular la concentracidn correspondiente.
b.  El Limite de Cuantificacion (LOQ, por sus siglas en inglés) es 0,5 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 precisién 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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Productinstructies

Pijnboompit Proteine ELISA test

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

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

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

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

Tabel 1. Setonderdelen

Artikel

Identificatie

Voorbereiding
(raadpleeg

het onderdeel

'De reagentia
voorbereiden' voor
details)

Opslag

Stabiliteit

Neogen® Pijnboompit
Proteine ELISA wells

Een foliezakje met
een plaat van 96
verwijderbare wells

Klaar voor gebruik.

2-8°Cin
verzegelde
foliezak met

Hersluit de foliezak
met de ongebruikte
wells en droogmiddel.

bekend is.

de standaard
voorbereiding.

gecoat met antilichaam. droogmiddel. Bewaar de set bij
2-8 °C om de stabiliteit
te behouden tot de
vervaldatum.
Neogen® Pijnboompit | Een ampul met 1,5 ml Verdun voorafgaand | 2-8 °Cin 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 de
I (mierikswortelperoxidase) | een 1X werkzame set.
(10X). oplossing te maken.
Neogen® Een ampul met Raadpleeg het 2-8 °C. Niet Neogen Pijnboompit
Pijnboompit Proteine | pijnboompitproteine onderdeel 'ELISA- invriezen. Proteine
Standaardconcentraat | waarvan de concentratie | procedure' voor Standaardconcentraat

is stabiel tot de
vervaldatum van de
set.
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oplossing als 20X
wasoplossing-

Neogen® Eén flesje van 50 ml met | Verdun voorafgaand |2-8°C De 5X Neogen
Verdunningsmiddel 5X verdunningsmiddel. aan gebruik Verdunningsoplossing
(5X) onmiddellijk 1/5 om is stabiel tot de
een 1X werkzame vervaldatum van de
_ oplossing te maken. set.
Neogen® Eén flesje van 50 mI met | Verdun 1/20 om 2-8 °C voor De 20X Neogen
Wasoplossing (20X) 20X wasoplossing. een 1X werkzame zowel 1X Wasoplossing is stabiel
oplossing te maken. werkzame tot de vervaldatum

van de set. De 1X
wasoplossing is na

Extractiebuffer E26
(4X)

4X extractiebuffer.

werkzame oplossing te
maken. De werkzame

1X werkzame
oplossing en

_ sconcentraat. bereiding minimaal een
week stabiel.
Neogen® Eén flesje van 120 ml met | Verdun 1/4 om een 1X | 2-8 °C voor De 1X extractiebuffer

en 4X Neogen
Extractiebuffer

Stopoplossing

0,3 M zwavelzuur.

oplossing moet 4X Neogen zijn stabiel tot de
voorafgaand aan Extractiebuffer- | vervaldatum van de
gebruik worden verhit | concentraat. set.
tot 50-60 °C.
Neogen® Eén flesje van 12 ml met | Klaar voor gebruik. 2-8 °C in 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 pul 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 Pijnboompit 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 Pijnboompit Proteine ELISA test zoals aangegeven wordt op de verpakking en in de
productinstructies.

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

° Bereid de werkzame oplossingen met behulp van de geconcentreerde reagentia van de Neogen Pijnboompit
Proteine ELISA test altijd bij een temperatuur van 20-25 °C.
Vries het Neogen Pijnboompit 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 Pijnboompit 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 er van 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 Pijnboompit Proteine ELISA test bij 2-8 °C. Niet invriezen. Bewaar verdunde
werkzame oplossingen zoals beschreven in Tabel 1.

De onderdelen van de Neogen Pijnboompit 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).

d. Neogen Pijnboompit HRP-conjugaat

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

Q ) J==<l

~ — 4=\

> 05, ’

U> oo 4.5 mL1X
Extraction buffer

Vloeistof
-

|

0.5mL 4.5 mL1X

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

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 . :
1 @ N ]

of

3000 g / 00:0030

ELISA-procedure
2.1

Verwijder één Neogen ELISA well per monster en/of standaard en plaats de wells in de daarvoor geschikte houder.

Plaats de ongebruikte Neogen ELISA wells terug in de foliezak, hersluit de zak en plaats deze terug in opslag bij 2-8 °C.

2.2 Bereid met behulp van het Neogen Pijnboompit Proteine Standaardconcentraat een set van vijf standaarden verdund in

verdunningsoplossing (1X).

Nummer Concentratie standaard Volume van standaard Volume van 1X
standaard (ng/ml) toegevoegd aan 1X verdunningsoplossing
verdunningsmiddel
5 405 10 ul Neogen Pijnboompit 990 ul
Proteine Standaardconcentraat

4 135 200 pl van standaard nummer 5 400 pl

3 45 200 pl van standaard nummer 4 400 pl

2 15 200 pl van standaard nummer 3 400 pl

1 5 200 pl van standaard nummer 2 400 pl

0 0 0 400 pl

2.3

Standaard O (1X verdunningsoplossing)
Standaard 1 (5 ng/ml) ppb

Standaard 2 (15 ng/ml) ppb

Standaard 3 (45 ng/ml) ppb

Standaard 4 (135 ng/ml) ppb
Standaard 5 (405 ng/ml) ppb

2.4
2.5

Pipetteer 100 pl van elke standaard in Neogen ELISA wells.

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

Incubeer Neogen ELISA wells 30 = 2 minuten in een orbitale schudmachine ingesteld op 400 rpm op

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

deze stap.
2.6

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

2.8 Pipetteer 100 pl 1X Pijnboompit 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 pl Neogen Stopoplossing toe aan elke Neogen ELISA well en bepaal de absorptie (bij 450
nm) binnen 30 minuten.

' D070:00/0omgevingstempleratuur

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 1,3 ng/ml (ppb)

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

b. De kwantificatielimiet is 0,5 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

Pine Nut Protein ELISA Kit

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

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

Neogen Pine Nut Protein ELISA Kit anvander en sandwich-ELISA. De pinjendtsproteiner som finns narvarande i

provet reagerar med anti-pinjen&tsantikroppen, som har adsorberats till ytan av polystyrenmikrotiterbrunnar. Efter
avlagsnandet av obundna proteiner genom tvattning tillsatts pinjenétsantikroppar konjugerade med pepparrotsperoxidas
(HRP). Dessa enzymmarkta antikroppar bildar komplex med det tidigare bundna pinjendtsproteinet. 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 pinjendtsprotein i provet som testas; darfor utgér absorbansen vid 450 nm ett méatt pa koncentrationen av
pinjendtsprotein i provet. Mangden pinjenétsprotein i provet kan extrapoleras fran standardkurvan, vilken ar konstruerad
fran standarder med kénd koncentration, och justeras for att beakta provutspadningen.

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

Neogen Pine Nut Protein ELISA Kit innehaller 96 tester, som beskrivs i tabell 1.
Tabell 1. Satsens delar

Artikel Identifikation Beredning Férvaring Stabilitet
(se avsnittet
Reagensberedning
for information)
Neogen® Pine Nut En foliepdse med en Klara att anvindas. [2-8 °Ciforseglad | Aterforslut
Protein ELISA brunnar | platta med 96 borttagbara foliepase med foliepasen som
antikroppsbelagda brunnar. torkmedel. innehéaller oanvanda
brunnar och
torkmedel.
Férvaras vid
2-8 °C for

att bibehalla
stabiliteten fram till
utgangsdatumet for

satsen.
Neogen® Pine Nut En ampull med 1,5 ml 10X Spad 1/10 2-8 °C i morker. 10X konjugatet
HRP-konjugat (10X) pepparrotsperoxidas (HRP) omedelbart innan ar stabilt fram
konjugerad antikropp (10X). | anvandning fér till satsens
I att bereda en 1X utgangsdatum.
arbetsldsning.
Neogen® Pine En ampull med en Se avsnittet ELISA- | 2-8 °C. Forvara Neogen Pine
Nut Protein kand koncentration av procedur for inte i frys. Nut Protein
standardkoncentrat pinjendtsprotein. standardberedning. standardkoncentrat

ar stabilt fram

utgidngsdatum
gang
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Neogen®
spadningslésning (5X)

En flaska med 50 ml 5X
spadningslésning.

Spad 1/5
omedelbart innan
anvandning for

2-8°C

The 5X Neogen
spadningslésning
ar stabil fram

(20X)

tvattlésning.

att bereda en 1X
arbetsldsning.

1X arbetslosning
och 20X tvattlos-
ningskoncentrat.

_ att bereda en 1X till satsens
arbetslosning. utgdngsdatum.
Neogen® tvattlosning | En flaska med 50 ml 20X Spad 1/20 for 2-8 °C for bade 20X Neogen

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

Neogen®
extraktionsbuffert
E26 (4X)

En flaska med 120 ml 4X
extraktionsbuffert.

Spad 1/4 for att
bereda en 1X
arbetsl6sning.
Arbetslosningen
bo6r varmas upp
till 50-60 °C innan
anvandning.

2-8 °C for

bade 1X
arbetslésning och
4X Neogen
extraktions-

buffertkoncentrat.

1X
extraktionsbuffert
och 4X Neogen
extraktionsbuffert
ar stabila fram

till satsens
utgangsdatum.

Neogen® kromogen
substratlosning

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

Klara att anvédndas.

2-8 °C i morker.

Skyddas fran ljus.
Neogen kromogen
substratlosning

ar stabil fram

stopplésning

svavelsyra.

utgadngsdatum.
Neogen® En flaska med 12 ml 0,3 M Klara att anvandas. | 2-8 °C Neogen

stopplésning
ar stabil fram
till satsens
utgangsdatum.

Material som inte finns i satsen:

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

Skakvattenbad eller skakinkubator

[ ]

° Provror

[ ]

[

[

[

e Timer

° Vortexblandare

[}

e  Orbital shaker
Sakerhet

Precisionspipetter och pipettspetsar for att samla 10 till 100 pl

Anvandaren ska lasa, forstd och félja all sdkerhetsinformation i anvisningarna till Neogen Pine Nut Protein ELISA Kit.
Behall sékerhetsanvisningarna foér 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.
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For att minska riskerna fér kemikalieexponering ska du:

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

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

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

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

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

ut ska du:

° Férvara Neogen Pine Nut Protein ELISA Kit enligt féreskrifterna pa férpackningen och i produktinformationen.

e  Anvind Neogen Pine Nut Protein ELISA Kit med livsmedels- och miljoprover som har validerats internt eller av en
tredje part.
Folj protokollet och utfor testerna exakt sa som beskrivs i relevant produktinformation.
Neogen har inte dokumenterat anviandningen av Neogen Pine Nut Protein ELISA Kit inom andra industrier an
livsmedels- och dryckesindustrin. Neogen har exempelvis inte dokumenterat produkten for testning av Iakemedel,
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 Pine Nut Protein ELISA Kit fére utgdngsdatumet.
e  Alltid bereda arbetslésningar med anvandning av koncentrerade reagens som hor till Neogen Pine Nut Protein
ELISA Kit vid 20-25 °C temperatur.
Neogen Pine Nut Protein standardkoncentrat far inte frysas.
Om den kromogena substratlésningen blir blé ska den inte anvéandas. Félj god laboratoriesed' for att undvika
korskontaminering av Neogen kromogen substratlésning.
Neogen® Allergen Protein Testing Kits ar inte avsedda fér detektering av hydrolyserande proteiner.
Neogen Allergen Protein Testing Kits dr designade for att detektera proteiner fran processad mat som har [6sts upp
i Neogen Extraction Buffer. Vissa livsmedelsbearbetningsmetoder kan begréansa upptéackten av dessa malproteiner.
e  Viss livsmedelsbearbetning kan paverka detektionen av matproteiner med Neogen Allergen Protein Testing Kit.
Anvéndare bor verifiera att metoden ar lamplig fér att méta anvéndarens krav.

OBSERVERA

For att minska riskerna som férknippas med felaktiga resultat:

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

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

Se sidkerhetsdatabladet for mer information.

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

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

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

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

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

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

3
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Begrénsning av garantier/Begransad atgard

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

Neogen ansvarsfriskrivning

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

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

Neogen Pine Nut Protein ELISA Kit-komponenter bor inte anvdndas efter utgangsdatumet. Utgangsdatum och
partinummer anges pa etiketten pa ladans utsida.

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

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

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

a. Neogen extraktionsbuffert

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

b. Neogen spadningslésning

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

c. Neogen tvittlosning

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

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

d. Neogen Pine Nut HRP-konjugat

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

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

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



Tabell 2. Provberedning
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Extraction buffer

Provmatris Provstorlek Spédning (1/10)
Fast foda 0,5+0,02g Tillsatt 4,5 = 0,09 ml forvarmd 1X extraktionsbuffert
Flytande féda 0,5+ 0,01 ml Tillsatt 4,5 = 0,09 ml férvarmd 1X extraktionsbuffert
Rengér-pa-plats (CIP) sista skdljvattnet 0,5+ 0,01 ml Tillsatt 4,5 = 0,09 ml féorvarmd 1X extraktionsbuffert
Fast
+
4.5 mL1X
Extraction buffer
]
— +
0.5 mL 4.5 mL1X
Extraction buffer
) ]
1}
o — +
CIP ‘ L3
‘ 0.5 mL 4.5 mL1X

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 lata dem sedimentera i 5 minuter i en provrérsstéallning.

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

50-60 °C
0025080
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eller

3000 g/ 000030

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® Pine Nut Protein standardkoncentrat for att bereda en uppsattning av fem standarder spadda i
spadningsbuffert (1X).
Standardnummer Standardkoncentration Volym fér standard som lagts Volym for 1X
(ng/ml) till 1X spadningsmedel spadningslésning
5 405 10 pl av Neogen Pine Nut 990 ul
Protein standardkoncentrat

4 135 200 pl av standardnummer 5 400 pl
3 45 200 pl av standardnummer 4 400 pl
2 15 200 pl av standardnummer 3 400 pl
1 5 200 pl av standardnummer 2 400 pl
0 0 0 400 pl

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

2.4
2.5

2.6
2.7

2.8

2.9

Standard O (1X spadningsldsning)
Standard 1 (5 ng/ml) ppb
Standard 2 (15 ng/ml) ppb
Standard 3 (45 ng/ml) ppb
Standard 4 (135 ng/ml) ppb
Standard 5 (405 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 forhindra
avdunstning.

Efter inkubationen ska innehéllet i Neogen ELISA brunnarna aspireras.

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

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

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

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

morker och vid horisontell jamn hojdniva under detta steg.

2.12 Efter inkubering, tillsatt 100 ul av Neogen stopplésning i varje Neogen ELISA brunn och bestam absorbansen (vid 450

nm) inom 30 minuter.




00:10:00/omgivande temperatur

Y
b \ L7
X
_—
Chromogenic
Substrate Solution -

00:10:00/omgivande temperatur

Resultatanalys
3.1 Subtrahera det genomsnittliga bakgrundsvirdet fér varje prov (genomsnittlig absorbansavlasning av provet minus
genomsnittlig absorbansavlasning 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
ocksé anvandas; de kommer emellertid att ge en mindre exakt passning av data.
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3.3 Berikna 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 ar 200 ng/ml (ppb) &r den slutliga provkoncentrationen
200 ng/ml x 100 = 20 000 ng/ml (ppb), vilket &r 20 pg/ml (ppm).

Minsta prestandaegenskaper

a. Detektionsgransen (Limit of Detection, LOD) &r 1,3 ng/ml (ppb)
Detektionsgransen definieras som den lagsta koncentrationen av allergenet i ett testprov som kan séarskiljas fran
ett sant blindprov vid en bestamd sannolikhetsniva®. Den bestdms genom att lagga till tre standardavvikelser till det
genomsnittliga optiska densitetsvardet for fyrtioatta standard nollreplikat och berdkna motsvarande koncentration.
b. Kvantifieringsgransen (Limit of Quantification, LOQ) &r 0,5 ppm
Kvantifieringsgransen definieras som den lagsta nivan av allergenet i ett testprov som rimligen kan kvantifieras vid
en specificerad niva av precision®.
Precision
Metodens inbyggda precision Medelvarde %CV =<10 % N=12
Internprecision for metoden Medelvarde %CV =<10 % N=12
Referenser
1. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices for

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

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

Pinjekerne Protein ELISA Kit

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

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

Neogen Pinjekerne Protein ELISA Kit bruger en sandwich-ELISA. Pinjekerneproteinerne, som er til stede i prgven, reagerer
med antipinjekerne-antistoffet, der er adsorberet til overfladen af polystyrenmikrotiterbrgnde. Efter fjernelse af ubundne
proteiner ved vask tilsaettes antipinjekerne-antistoffer konjugeret med peberrodsperoxidase (HRP). Disse enzymmaerkede
antistoffer danner komplekser med det tidligere bundne pinjekerneprotein. 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 pinjekerneprotein i den testede prave; absorption
ved 450 nm er séledes et mal for koncentrationen af pinjekerneprotein i testpraven. Meengden af pinjekerneprotein i
testpraven kan ekstrapoleres fra standardkurven, konstrueret ud fra standarder med kendt koncentration og justeret til at
tage hgjde for prevefortyndingen.

Neogen Pinjekerne 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 fade- og
drikkevarebranchen. For eksempel har Neogen ikke dokumenteret dette produkt til test af medicinalvarer, kosmetiske,
kliniske eller veterinaere prgver. Neogen Pinjekerne Protein ELISA Kit er ikke blevet evalueret med alle mulige
fedevareprodukter, fadevareprocesser og testprotokoller.

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

Tabel 1. Kittets komponenter

atlave en 1X
arbejdsoplgsning.

Artikel Identifikation Klargering Opbevaring Stabilitet
(Se afsnittet
Reagensklargering
for detaljer)
Neogen® Pinjekerne En foliepose med en plade af | Klar til brug. 2-8°Ci Genforsegl folieposen,
Protein ELISA-brende | 96 aftagelige antistofbelagte forseglet der indeholder ubrugte
brgnde. foliepose med | brgnde og terremiddel.
terremiddel. Opbevares ved
2-8 °C for at
opretholde stabiliteten
indtil udlgbsdatoen for
kittet.
Neogen® Pinjekerne Et heetteglas med 1,5 ml 10X | Fortynd 1/10 2-8 °C i mgrke. | 10X konjugatet
HRP-konjugat (10X) peberrodsperoxidase (HRP) | umiddelbart er stabilt indtil
konjugeret antistof (10X). inden brug for udlgbsdatoen for kittet.
. at lave en 1X
arbejdsoplesning.
Neogen® Et heetteglas med en Der henvises til 2-8 °C. Undlad | Neogen
Pinjekerne Protein kendt koncentration af afsnittet ELISA- at fryse. Pinjekerne Protein
standardkoncentrat pinjekerneprotein. procedure for standardkoncentrat
standardklargegring. er stabilt indtil
_ udlgbsdatoen for kittet.
Neogen®-fortynder En flaske med 50 ml af 5X Fortynd 1/5 2-8°C 5X Neogen-
(5X) fortynder. umiddelbart fortynderoplgsning
inden brug for er stabil indtil

udlgbsdatoen for kittet.




(Dansk) ‘ﬁ ﬁ

Neogen®- En flaske med 50 ml af 20X | Fortynd 1/20 2-8 °C for 20X Neogen-
vaskeoplgsning (20X) | vaskeopl@sning. for at lave en 1X bade 1X vaskoplgsningen
arbejdsoplesning. arbejdsoplgs- | er stabil indtil

ning og 20X udlgbsdatoen for kittet.
vaskoplgsning- | 1X vaskeopl@sningen er

_ skoncentrat. stabil i mindst en uge
efter klargering.

Neogen®- En flaske med 120 ml af 4X | Fortynd 1/4 for 2-8 °C for 1X ekstraktionsbuffer
ekstraktionsbuffer ekstraktionsbuffer. at lave en 1X bade 1X og 4X Neogen-
E26 (4X) arbejdsoplgsning. arbejdso- ekstraktionsbuffer
Arbejdsoplgsningen | plasning og er stabile indtil
skal opvarmes til 4X Neogen- udlgbsdatoen for kittet.
50-60 °C fer brug. ekstraktions-
bufferkoncen-
trat.
Neogen®- En flaske med 12 ml af Klar til brug. 2-8 °C i mgrke. | Beskyt mod lys.
kromogenisk 3,3°,5,5-tetramethylbenzidin Neogen-kromogenisk
substratoplasning (TMB). substratopl@sning
er stabil indtil
_ udlgbsdatoen for kittet.
Neogen®- En flaske med 12 ml af 0,3 M | Klar til brug. 2-8°C Neogen-
stopoplesning svovlsyre. stopoplgsningen

er stabil indtil
_ udlgbsdatoen for kittet.

Materialer, der ikke fglger med kittet:

Praecisionspipetter og pipettespidser til at indsamle 10 til 100 pl

Reagensrgr

Mikrotiterpladevasker/aspirator

Destilleret eller deioniseret vand

Mikrotiterpladeaflaeser

Assorteret laboratorieudstyr til fremstilling af reagenser og bufferoplgsninger
Timer

Vortex-blander

Rystevandbad eller rysteinkubator

Orbital ryster

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

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

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

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,

° Felg 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:
° Opbevar Neogen Pinjekerne Protein ELISA Kit som angivet pa pakken og i produktvejledningen.
e  Anvend Neogen Pinjekerne Protein ELISA Kit til fedevare 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 Pinjekerne Protein ELISA Kit i andre brancher end fede- 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 Pinjekerne Protein ELISA Kit inden udlgbsdatoen.

° Klarger altid arbejdsopleasninger ved hjselp af Neogen Pinjekerne Protein ELISA Kit-koncentrerede reagenser ved
20-25 °C temperatur.
Undlad at fryse Neogen Pinjekerne 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
oplest i Neogen-ekstraktionsbuffer. Nogle metoder til fedevareforarbejdning kan begreense pavisningen 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.

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

Se sikkerhedsdataarket for yderligere information.

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

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

Som med alle testmetoder, der anvendes til fedevareanalyse, kan testmatricen pavirke resultaterne. Nar der veelges
en testmetode, er det vigtigt, at man er klar over, at eksterne faktorer sdsom prgveudtagningsmetoder, testprotokoller,
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 Pinjekerne Protein ELISA Kit-indhold ved 2-8 °C. Undlad at fryse. Opbevar fortyndede
arbejdsoplgsninger som beskrevet i tabel 1.

Neogen Pinjekerne 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
fer 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 Pinjekerne HRP-konjugat

For at klargare 1X Pinjekerne HRP-konjugat skal du tilseette én del af Neogen Pinjekerne HRP-konjugat (10X) og
fortynde i 9 dele af 1X fortynderoplgsning. Klarger umiddelbart fgr brug. Hver Neogen ELISA-brand kraever 100 pl
af 1X Pinjekerne HRP-konjugat.

Proveforberedelse
Bemeerk: 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 praver i et rystevandbad eller rysteinkubator ved 50-60 °C i 25 + 1 minutter. En anden mulighed er at
efterlade prgverne 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 fortynderoplgsning (1X). Bland eller ryst for at

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

50-60 °C
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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 Pinjekerne Protein standardkoncentratet til at klargere et saet af fem standarder fortyndet i
fortynderoplgsning (1X).
Standardnummer Standardkoncentration Mangde af standard tilsat til Maengde af 1X
(ng/mL) 1X fortynder fortynderoplasning
5 405 10 pl af Neogen Pinjekerne 990 ul
Protein standardkoncentrat

4 135 200 pl af standardnummer 5 400 pl
3 45 200 pl af standardnummer 4 400 pl
2 15 200 pl af standardnummer 3 400 pl
1 5 200 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

Standard O (1X fortynderoplgsning)
Standard 1 (5 ng/ml) ppb

Standard 2 (15 ng/ml) ppb
Standard 3 (45 ng/ml) ppb
Standard 4 (135 ng/ml) ppb
Standard 5 (405 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 brendene deekket 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 sld brendene skarpt pa absorberende papir for at fijerne
resterende vaskeoplgsning. Gentag dette trin tre gange for i alt fire vaske.

Pipettér 100 pl af 1X Pinjekerne HRP-konjugat ind i hver Neogen ELISA-brand. 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).

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

2.11 Inkubér pa en orbital ryster indstillet til 400 o/min. ved omgivelsestemperatur i 10 minutter. Hold pladen daekket i

mgrket og nivelleret under dette trin.

2.12 Efter inkubation skal du tilssette 100 pl af Neogen-stopopl@sning til hver Neogen ELISA-brend og bestemme

absorptionen (ved 450 nm) inden for 30 minutter.

TR | N

N
4
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Chromogenic
Substrate Solution

00:10:00/omgivelsestemperatur

Resultatanalyse

3.1 Subtrahér den gennemsnitlige baggrundsveerdi for hver prave (gennemsnitlig absorptionsaflaesning af praven
minus gennemsnitsabsorptionsaflaesning af standard nul.)

3.2 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 absorptionsafleesningen 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.

3.3 Beregn pravekoncentrationerne ud fra standardkurven; resultatenheden er i ng/ml (ppb). Derefter multipliceres

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

Minimumsydeevneegenskaber

a.

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

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

Kvantifikationsgreensen (LOQ) er 0,5 ppm

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

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 Corporation.
© 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.

FSO0898A



(Norsk) ‘ﬁ ﬁ

Utgivelsesdato: 2024-01

X NEOGEN e
Produktveiledning

Pinjekjerneprotein ELISA Kit

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

Produktbeskrivelse og tiltenkt bruk
Neogen® Pinjekjerneprotein ELISA Kit er beregnet for & pavise pinjekjerneproteiner i CIP skyllevann, miljgprever,
naeringsmiddelingredienser og prosesserte naeringsmidler.

Neogen pinjekjerneprotein ELISA Kit bruker en sandwich ELISA. Pinjekjerneproteinene som er til stede i praven,
reagerer med antistoffet anti-pinjekjerne, som har blitt adsorbert til overflaten av polystyrenmikrotiterbrennene.

Etter fijerning av ubundne proteiner ved vasking, tilsettes antistoffer for anti-pinjekjernefra som er konjugert med
pepperrotperoksidase (HRP). Disse enzymmerkede antistoffene danner komplekser med det tidligere bundne
pinjekjerneproteinet. 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 pinjekjerneprotein i praven som testes, absorbansen ved 450 nm er saledes et
mal for konsentrasjonen av pinjekjerneprotein i testpraven. Mengden pinjekjerneprotein i prgven kan ekstrapoleres fra
standardkurven, konstruert fra standarder med kjent konsentrasjon, og justeres for & vurdere prevefortynningen.

Neogen pinjekjerneprotein ELISA Kit er beregnet for bruk i laboratoriemiljgs 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 veterinaerprgver.
Neogen pinjekjerneprotein ELISA Kit har ikke blitt evaluert med alle mulige neeringsmidler, neeringsmiddelprosesser og
testprotokoller.

Neogen pinjekjerneprotein ELISA Kit inneholder 96 brgnner, beskrevet i tabell 1.
Tabell 1. Settkomponenter

Preparering Oppbevaring Stabilitet
(se delen
Preparering
av reagens for

detaljer)
Klar til bruk.

Objekt Beskrivelse

2-8 °C i forseglede
folieposer med
terkemiddel.

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

10X-konjugatet
er holdbart til

En foliepose med en
plate med 96 avtagbare
antistoffbelagte brgnner.

Neogen®
pinjekjerneprotein
ELISA-brgnner

Fortynn 1/10 2-8 °C i mgrket.

umiddelbart far

Et hetteglass med 1,5 ml
10X pepperrotperoksidase

Neogen® pinjekjerne
HRP-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

pinjekjerneprotein
standard konsentrat

kjent konsentrasjon av
pinjekjerneprotein.

prosedyredelen
for standard
preparering.

fryses.

pinjekjerneprotein
standard konsentrat
er holdbart til
utlgpsdatoen for
settet.
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Neogen® En flaske med 50 ml 5X Fortynn 1/5 2-8°C 5X Neogen
fortynningsmiddel fortynningsmiddel. umiddelbart fortynningsmiddel
(5X) for bruk for er holdbar til
alageen 1X utlgpsdatoen for
_ arbeidsoppl@sning. settet.
Neogen® vaskelgsning | En flaske med 50 ml 20X Fortynn 1/20 2-8 °C for bade 1X | 20X Neogen
(20X) vaskelgsning. for & lage en 1X arbeidslgsning og | vaskelgsningen
arbeidslgsning. 20X vaskelgsning- | er holdbar til
skonsentrat. utlepsdatoen
for settet.

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

Neogen® En flaske med 120 ml 4X Fortynn 1/4 for 2-8 °C for bade 1X | 1X ekstraksjonsbuffer
Ekstraksjonsbuffer ekstraksjonsbuffer. &lageen 1X arbeidslgsningen [ og 4X Neogen
E26 (4X) arbeidslasning. og 4X Neogen ekstraksjonsbuffer
Arbeidslgsningen ekstraksjons- er holdbare til
skal varmes opp til bufferkonsentra- | utlepsdatoen for
50-60 °C fer bruk. tet. settet.
Neogen® kromogen En flaske med 12 ml Klar til bruk. 2-8 °C i megrket. Beskytt mot lys.
substratlgsning 3,3.5,5-tetrametylbenzidin Neogen kromogen
(TMB). substratlgsningen

er holdbar frem: til
utlgpsdatoen for

settet.
Neogen® En flaske 12 ml med 0,3 m | Klar til bruk. 2-8°C Neogen stopplasning
stoppl@sning svovelsyre. er holdbar til

utlgpsdatoen for

Materialer som ikke fglger med i settet:

Presisjonspipetter og pipettespisser for 8 samle 10 til 100 pl

Reagensrgr

Mikrotiterplate vaskemaskin/aspirator

Destillert eller deionisert vann

Mikrotiter Automatisk Avleser

Assortert laboratoriemateriell for fremstilling av reagenser og bufferlesninger
Timer

Reagensrgrrister

Risting av vannbad eller risting av inkubator

Orbital rister

Sikkerhet
Brukeren ma lese, forsta og felge all sikkerhetsinformasjon i bruksanvisningen for Neogen pinjekjerneprotein ELISA Kit.
Behold sikkerhetsveiledningen for fremtidig referanse.

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

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

A ADVARSEL

For a redusere risikoene forbundet med eksponering for kjemikalier:

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

° Brukeren maé laere opp personalet i ndvaerende riktig testteknikk, for eksempel god laboratoriepraksis' eller ISO/IEC
170252,
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e  Fglg alltid standard praksis for laboratoriesikkerhet, inkludert bruk av egnet personlig verneutstyr og @yevern ved
handtering av reagensrar.
° Unngé hudkontakt med Neogen stoppl@sningen, se sikkerhetsdatabladet for ytterligere sikkerhetsinformasjon.

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

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

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

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

° Bruk alltid Neogen pinjekjerneprotein ELISA Kit fgr utlgpsdatoen.

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

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

MERKNAD

For a redusere risikoen forbundet med ungyaktige resultater:

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

° Handter Neogen pinjekjerneproteinstandarder i henhold til god laboratoriepraksis’ for & hindre krysskontaminering av
prever.

Se sikkerhetsdatabladet for ytterligere informasjon.

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

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

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

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

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

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

Begrensning av garanti/begrenset garantiforpliktelse

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

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

Oppbevaring og avhending
Oppbevar Neogen pinjekjerneprotein ELISA Kit ved 2-8 °C. M4 ikke fryses. Oppbevar fortynnede arbeidslgsninger som
beskrevet i tabell 1.

Komponentene i Neogen pinjekjerneprotein ELISA Kit ber ikke brukes etter utlgpsdatoen. Utlepsdato og lotnummer er
angitt pa etiketten pa utsiden av esken.

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

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

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

a. Neogen ekstraksjonsbuffer

For & preparere 1X ekstraksjonsbuffer, tilsett en del av Neogen ekstraksjonsbuffer (4X) og fortynn i tre deler
deionisert eller destillert vann. Forvarm ekstraksjonsbufferen (1X) til 50-60 °C i et vannbad eller risteinkubator far
bruk. Hver preve 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 vaskelgsning, tilsett en del Neogen vaskelgsning (20X) til 19 deler avionisert eller destillert vann.
Hver Neogen ELISA-brenn behgver omtrent 2,5 ml 1X vaskelgsning.

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

d. Neogen Pinjekjerne HRP Konjugat

For & preparere 1X pinjekjerne HRP-konjugat, tilsett en del av Neogen pinjekjerne HRP-konjugat (10X) og fortynn
deni 9 deler 1X fortynningsmiddel. Klargjer umiddelbart fgr bruk. Hver Neogen ELISA-brgnn behgver 100 pl av
1X pinjekjerne HRP-konjugat.

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

Tabell 2. Prgvepreparering

Prevematriks Pregvemengde | Fortynning (1/10)

Faste naeringsmidler 0,5+0,02¢g Tilsett 4,5 £ 0,09 ml forvarmet 1X ekstraksjonsbuffer
Flytende naeringsmidler 0,5 0,01 ml Tilsett 4,5 £ 0,09 ml forvarmet 1X ekstraksjonsbuffer
Clean-in-Place (CIP) skyllevann 0,5+ 0,01 ml Tilsett 4,5 £ 0,09 ml forvarmet 1X ekstraksjonsbuffer
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Faststoff
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4.5 mL1X
Extraction buffer

Vaeske
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0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2 Inkuber fortynnede prever 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 reagensrerstativ.

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
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3000 g /7 00:00:30
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2.1 Taen Neogen ELISA-brenn pr. prave og/eller standard og plasser brgnnene i brennholderen. Returner de ubrukte

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

2.2 Bruk Neogen pinjekjerneprotein standard konsentrat til & preparere et sett med fire standarder fortynnet i
fortynningslgsning (1X).

Standardnummer Standardkonsentrasjon Standardvolum tilsatt til 1X Volum av 1X
(ng/mL) fortynningsmiddel fortynningsmiddel
5 405 10 pl av Neogen 990 ul
pinjekjerneprotein standard
konsentrat
4 135 200 pl av standard nummer 5 400 pl
3 45 200 pl av standard nummer 4 400 pl
2 15 200 pl av standard nummer 3 400 pl
1 5 200 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

Standard O (1X fortynningsl@sning)
Standard 1 (5 ng/ml) ppb
Standard 2 (15 ng/ml) ppb
Standard 3 (45 ng/ml) ppb
Standard 4 (135 ng/ml) ppb
Standard 5 (405 ng/ml) ppb

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

Inkuber Neogen ELISA-brgnnene pa en orbital-ristemaskin innstilt p4 400 opm ved omgivelsestemperatur (20-25
°C) i 30 = 2 minutter. Hold brannene tildekket og i vater under dette trinnet for & unngé fordampning.

Sug opp innholdet i Neogen ELISA-brgnnene etter inkuberingen.

Fyll fullstendig hver Neogen ELISA-brenn med 1X vaskelgsning og sug opp. Hvis vasken utfgres manuelt ma 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 pinjekjerne HRP-konjugat i hver Neogen ELISA-brann. Inkuber pa en orbital-ristemaskin
innstilt pa 400 opm ved omgivelsestemperaturi 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).

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

2.11 Inkuber pa en orbital-ristemaskin innstilt pa 400 rpm ved omgivelsestemperatur i 10 minutter. Hold platen tildekket

i market og plant under dette trinnet.

2.12 Etter inkubering, tilsett 100 ul Neogen stopplgsning i hver Neogen ELISA-brgnn og finn absorbansen (ved 450 nm)

innen av 30 minutter.

: N \

N
4

100ul T k2 4
‘QOOpIQ

-—
1X Diluent
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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 & plotte konsentrasjonen i ng/ml (ppb) pé x-aksen og absorbansavlesningen til hver tilsvarende
standard pé y-aksen. En andre rekkefglge polynomial (kvadratisk) eller annen kurvetilpasning kan ogsé benyttes, de
vil imidlertid veere en mindre presis passform av dataene.

3.3 Beregn pr@vekonsentrasjonene ut fra standardkurven, resultatenheten er i ng/ml (ppb). Deretter multipliseres

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

Minimum ytelsesegenskaper

a.

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

Deteksjonsgrensen er definert som den laveste konsentrasjonen av allergenet i en testprgve som kan skilles fra
en ekte blankprgve ved et spesifisert sannsynlighetsniva®. Det bestemmes ved & legge til tre standardavvik til
den gjennomsnittlige optiske tetthetsverdien av fartiatte standard null-replikater og beregne den tilsvarende
konsentrasjonen.
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b. Kvantifiseringsgrensen (LOQ) er 0,5 ppm

Kvantifiseringsgrensen er definert som det laveste nivéaet av allergenet i en testprave som kan rimelig kvantifiseres
péa et spesifisert presisjonsniva pas.

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.
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X NEOGEN

Instrugdes do Produto

Kit ELISA para Proteina de Pinhao

Ensaio de imunoabsorcio enzimatica (ELISA) para anélise quantitativa de proteinas de pinh3o.

Descrigcdo e Uso recomendado do produto
O Neogen® Kit ELISA para Proteina de Pinhdo tem a finalidade de detectar proteinas de pinhdo em agua de ultimo
enxague do clean-in-place (CIP), amostras de swab do ambiente, ingredientes alimentares e alimentos processados.

O Neogen Kit ELISA para Proteina de Pinhao utiliza um ELISA sanduiche. As proteinas de pinhdo presentes na amostra
reagem com o anticorpo anti-pinhdo, que foi adsorvido na superficie dos pogos de microtitulagédo de poliestireno. Apds

a remocgao das proteinas ndo ligadas através de enxague, sdo adicionados os anticorpos anti-pinhdo conjugados com
peroxidase de rabano (HRP). Estes anticorpos marcados com enzimas formam complexos com a proteina de pinhdo
previamente ligada. Apds uma segunda etapa de enxague, a enzima ligada ao imunoabsorvente é detectada pela adi¢édo de
um substrato cromogénico de 3,3’5,5-tetrametilbenzidina (TMB). O desenvolvimento da cor desta reacdo enzimatica varia
diretamente com a concentragéo de proteina de pinhdo na amostra testada; assim, a absorgédo, em 450 nm, é a medida da
concentracéo de proteina de pinhdo na amostra de teste. A quantidade de proteina de pinhdo na amostra de teste pode ser
extrapolada da curva padrdo, construida com base em padrées de concentracdo conhecida e ajustada para considerar a
diluicdo da amostra.

O Neogen Kit ELISA para Proteina de Pinhdo destina-se para uso em laboratério por profissionais treinados em técnicas
laboratoriais. A Neogen ndo documentou o uso deste produto em outros setores que nao 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 Pinhdo néo foi avaliado com todos os alimentos, processos
alimentares e protocolos de teste possiveis.

O Neogen Kit ELISA para Proteina de Pinhao 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.
para Proteina de placa de 96 pogos destacéveis

Feche novamente
o saco de aluminio

2a8°Cemum
saco de aluminio

de Proteina de Pinhéo

proteina de pinh&o.

para preparagao
padrao.

Pinhao revestidos com anticorpos. fechado com contendo pogos
dessecante. ndo utilizados

e dessecante.
Armazene entre
2 e 8°C para
manter a
estabilidade até a
data de validade
do kit.

Neogen® Conjugado |Um frasco com 1,5 mL de Diluir 1/10 2a8°Cno O conjugado 10X

com HRP e Pinhao anticorpo (10X) conjugado imediatamente antes |escuro. fica estavel até a

(10X) com HRP 10X. do uso para fazer uma data de validade

I solugdo de uso 1X. do kit.

Neogen® Um frasco com uma Consulte asegdode |2 a8°C. Nao O Neogen

Concentrado Padrédo [concentragéo conhecida de Procedimento ELISA |congele. Concentrado

Padréo de Proteina
de Pinh3o fica
estavel até a data
de validade do kit.
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Neogen® Diluente (5X)

Um frasco com 50 mL de
Diluente 5X.

Diluir 1/5
imediatamente antes
do uso para fazer uma
solugdo de uso 1X.

2a8°C

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

Neogen® Solugéo de
Enxague (20X)

Um frasco com 50 mL solugédo

de enxague 20X.

Diluir 1/20 para fazer
uma solugao de uso
1X.

2 a 8°C tanto
para solucéo
de uso 1X
quanto para o
concentrado
de solugdo de
enxague 20X.

A Neogen Solugéo
de Enxague 20X
fica estavel até a
data de validade
do kit. A Solugdo
de Enxague 1X fica
estavel pelo menos
por uma semana
apds o preparo.

Neogen® Tampé&o de
Extracdo E26 (4X)

Um frasco com 120 mL de

tampéao de extracdo 4X.

Diluir 1/4 para fazer
uma solugdo de uso
1X. A solucdo de uso
deve ser aquecida até
50 a 60°C antes do
uso.

2 a 8°C tanto
para a solugao
de uso 1X
quanto para o
concentrado
Neogen Tampéo
de Extracgao 4X.

O Tampao de
Extracdo 1X e o
Neogen Tampéo
de Extragdo 4X
ficam estaveis até
a data de validade
do kit.

Bloqueio

M de acido sulfurico.

Neogen® Solugdo Um frasco com 12 mL de Pronto para usar. 2a8°Cno Proteja da luz. A
de Substrato 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina escuro. Neogen Solugao
Cromogénico (TMB). de Substrato
Cromogénico 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 Solugédo

de bloqueio fica
estavel até a data
de validade do kit.

Materiais ndo fornecidos no kit:

[}

e  Tubos de teste

[ ]

[ ]

[ ]

[ ]

e  Temporizador

e  Vortice

[ J

e  Agitador orbital
Segurancga

Pipetas de precisdo e ponteiras para coleta de 10 a 100 pyL

Lavadora/aspirador de placa de microtitulagédo
Agua destilada ou deionizada

Leitora de placa de microtitulagéo
Equipamento laboratorial variado para a preparacgéo de solugdes reagentes e tampéo

Banho-maria agitador ou incubadora agitadora

O usuario deve ler, entender e seguir todas as informacdes de seguranga nas instrugdes para o Neogen Kit ELISA para
Proteina de Pinhdo. Guarde as instru¢des de seguranga para referéncia futura.

A AVISO: Indica uma situacao 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 nio evitada, pode resultar em danos materiais.

A AVISO

Para reduzir os riscos associados com exposi¢do a produtos quimicos:

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

e O usudrio deve treinar o seu pessoal em técnicas de teste adequadas atuais; por exemplo, Boas Praticas
Laboratoriais' ou ISO/IEC 170252,
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° Sempre siga praticas laboratoriais de seguranga padréo, incluindo o uso adequado de vestuéario de protecéo e
protecdo visual ao manusear reagentes.

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

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

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

° Utilize o Neogen Kit ELISA para Proteina de Pinhdo 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 Pinhdo 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 liberagao do produto contaminado:

° Sempre utilize o Neogen Kit ELISA para Proteina de Pinh&o até a data de validade.

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

° Alguns processamentos de alimentos podem afetar a detecg¢éo de proteinas alergénicas utilizando os produtos
Neogen® Kits Rapidos para Proteinas Alergénicas. Os usuarios devem verificar se o método é apropriado para
atender os requerimentos do usuério.

RECOMENDAGAO

Para reduzir os riscos de resultados imprecisos:

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

° Manuseie os Neogen Padrées de Proteina de Pinhdo seguindo Boas Praticas Laboratoriais' para prevenir a
contaminagéo 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 usuarios 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, € importante considerar que fatores externos, como métodos de amostragem,
protocolos de teste, preparo de amostras, manipulagao 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 usudrio cujo método de teste escolhido atenda o critério do usuério.

Também é de responsabilidade do usuario 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.
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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 ADEQUACAO PARA UM DETERMINADO USO. Se ficar
provado que qualquer produto da Neogen Food Safety encontra-se defeituoso, a Neogen ou seu distribuidor autorizado
procedera a respectiva substituicdo ou, se assim o decidir, restituiréd 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.

Limitagcdo 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 pre¢co de compra dos produtos supostamente defeituosos.

Armazenamento e descarte
Armazene os contetidos do Neogen Kit ELISA para Proteina de Pinhdo 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 Pinhdo ndo devem ser utilizados apds a data de validade. A data
de validade e o nimero do lote estdo anotados no rétulo externo da caixa.

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

Instrugdes de uso
Siga todas as instrugdes com atengdo. Caso contrario, pode haver resultados imprecisos.

Preparagao 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 Tampdao de Extragéo

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

b. Neogen Solugido Diluente

Para preparar a solucdo 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 Tampéo de Extragdo 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 formagéo de cristais na Neogen Solucédo de Enxague (20X) pode ocorrer quando ela for armazenada
entre 2 e 8°C. Para dissolver os cristais, aquega a Neogen Solugdo 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 Pinhdo

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

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
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Matriz de amostra

Tamanho da
amostra

Dilui¢do (1/10)

Alimentos sélidos

0,5+0,02g

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

Alimentos liquidos

0,5+0,01 mL

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

Ultima Agua de Enxague CIP

0,5+0,01 mL

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

Sélido

[ ]
0.5 mL
N =
i
k\éIP \
0.5 mL

4.5 mL1X
Extraction buffer

4.5 mL1X
Extraction buffer

4.5 mL1X
Extraction buffer

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

cada 5 minutos.

1.3 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 puL da camada do meio (aquosa) e adicione-a a 900 pL de Solugédo Diluente (1X). Vértice ou agite para
misturar bem (Isso corresponde a uma diluicdo de 1/100 da amostra original).

50-60°C
00:25:80
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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 n3o 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 Pinhao, prepare um conjunto de cinco padrdes diluidos em
Solugéo Diluente (1X).
Ndmero do Concentragao Padréo Volume do padrao adicionado | Volume de solugdo Diluente
Padrio (ng/mL) ao Diluente 1X 1X
5 405 10 pL de Neogen Concentrado 990 pL
Padrao de Proteina de Pinhdo
4 135 200 pL do padrao nimero 5 400 uL
3 45 200 pL do padrao nimero 4 400 uL
2 15 200 pL do padrao nimero 3 400 L
1 5 200 pL do padrao nimero 2 400 pL
0 0 0 400 L

2.3

2.4
2.5

2.6
2.7

2.8

2.9

Pipetar 100 pL de cada padrao nos Neogen Pogos ELISA.

Padréo O (Solucéo Diluente 1X)
Padréo 1 (5 ng/mL) ppb
Padrio 2 (15 ng/mL) ppb
Padrao 3 (45 ng/mL) ppb
Padréo 4 (135 ng/mL) ppb
Padréo 5 (405 ng/mL) ppb

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

Incubar os Neogen Pogos ELISA em um conjunto de agitador orbital a 400 rpm em temperatura ambiente (20 a
25°C) por 30 = 2 minutos. Mantenha os pocos cobertos e nivelados durante esta etapa para evitar a evaporacéo.

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

Preencha completamente cada Neogen Poco ELISA com Solucédo de Enxague 1X e aspire. Se a lavagem for feita
manualmente, inverta a placa e despeje/balance os conteidos em um recipiente de descarte e bata os pogos
diretamente em papel absorvente para remover solugéo de enxague residual. Repita esta etapa trés vezes em
quatro lavagens.

Pipetar 100 pL de Conjugado com HRP e Pinhdo 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.

Repita as etapas 2.6 e 2.7 para completar um total de quatro enxdgues com a Solugéo de Enxague (1X).

2.10 Pipetar 100 pL de Neogen Solucédo 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 Solugéo de bloqueio em cada Neogen Pogo ELISA e determine a

absorcdo (a 450 nm) dentro de 30 minutos.
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e Buter

e Buter

00:10:00/Temperatura ambiente

100pL \
7
-

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 absorcéo do padréo 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.
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3.3 Calcular as concentracdes da amostra fora da curva padréo; a unidade de resultado estd em ng/mL (ppb). Em

seguida, multiplique pelo fator de diluicdo 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 padrédo for 200 ng/mL (ppb), a
concentragéo final da amostra sera 200 ng/mL x 100 = 20.000 ng/mL (ppb) que é 20 pg/mL (ppm).

Caracteristicas do Desempenho Minimo

a. O Limite de Deteccéo (LOD) analitico é 1,3 ng/mL (ppb)
O limite de deteccéo é definido como a concentracdo 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 padréo ao valor médio de densidade dptica de quarenta e oito replicatas do padrdo zero e calcular a
concentracgdo correspondente.
b. O Limite de Quantificacido (LOQ) é 0,5 ppm
O limite de quantificacdo 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®.
Precisdo
Precisdo Intra-ensaio %CV média = <10% N=12
Precisdo entre ensaios %CV média = <10% N=12
Referéncias
1. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices for

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

Abbott, M., Hayward, S., Ross, W., Godefroy, S.B., Ulberth, F., Van Hengel, A. J., Roberts, J., Akiyama, H., Popping,
B., Yeung, J.M., Wehling, P., Taylor, S., Poms, R.E., and Delahaut, P. (2010). Appendix M: Validation Procedures for
Quantitative Food Allergen ELISA Methods: Community Guidance and Best Practices. J. AOAC Int. 93, 442-450.
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, Huepounvia ékdoong: 2024-01
5 NEOGEN
MAnpowopieg tpoiovtog

Kit Aokipaoiag ELISA Mpwteivng KoukouvapLwy

Ev{upLKN 8oKLpr avocoTipoopownong (ELISA) yLa Ttnv TTOGOTLKN AVAAUGCT TWV TPWTIELVWY KOUKOUVAPLWV.
NepLypawn Mpoidvtog Kat ZKoTtog Xpriong

To Neogen® Kit Aokipaoiag ELISA Mpwtelvng Koukouvaplwy Tpoopldetal yla Ty avixveuon Twv TPWTEVWY
KOUKOUVOPLWV O€ VEPO TEALKAG EKTTAUCNG CUCTNHATWY eTLToTILOU KaBapLopou (CIP, clean-in-place), teptBariovtika
Selypata, cuotatikd Tpo@lpwy Kat emegepyaopéva Tipoidvta Tpo@ipwv.

To Neogen Kt Aokipaciag ELISA Mpwteivng Koukouvaplwv xpnotpototel Sokipaota ELISA tumou sandwich.

OL TIPWTEIVEG KOUKOUVAPLWY TIOU ELVaL TIAPOUOCEG 0TO Selya avTLtSpoUV HE TA QVILOWHATA AVTL-KOUKOUVAPLWY,
TIOU €£X0UV aTOPPOYNOEl OTNV EMUPAVELA PPEATIWV PLKPOTLTAOTIOLNTH TIOAUGTUPOALOU. META TnV amopdkpuvon
TWV ASECPEVTWY TIPWTEIVWV PE TTAUOT, TIPOOTIBEVTAL AVTLOWHPATA AVTL-KOUKOUVAPLWY CULEUyPEva Pe
utepo&elddon ayploparmaviou (HRP). Autd ta onpacpéva pe éviupo avtiowpata oxnpati¢ouv cUPTIAOKA PE

TNV TPONYOUHEVWE SECHEVPEVN TIPWTELVN KouKouvaplwy. Metd amd éva §sUtepo Brjpa MAUOoNG, To €v{Upo 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 Pe T CUYKEVTPWON TNG TIPWTELVNG KOUKOLVAPLWY 0TO €£€TAOEVO Selypar CUVETIWG, N aoppdPnon, ota
450 nm, elvat éva PETPO TNG CUYKEVTPWONG TNG TIPWTEIVNG KouKouvapLlwy oto eetaldpevo Seiypa. H moootnta
NG TPWTEIVNG KOUKoUVapLWV oTo eEetalopevo Selypa pmopel va e€ayBel pe poekBoAn amd tnv mpdTuTn
KAUTIOAN, N ottola Snploupyeital amod TPOTUTIA YVWOTHG CUYKEVTPWONG Kal Tipocappodetal Wote va AngBet uttdyn
n apatwon tou Selypatod.

To Neogen Kt Aokipaciag ELISA Mpwteivng Koukouvaplwv ipoopidetal yia xprion o€ meplBaiiov epyactnpiou
aTto EMAYYEAPATIEG EKTIALSEVPEVOUC OTLG EPYAOTNPLAKEG TEXVLKEG. H Neogen Sgv €xeL TEKPINPLWOEL TN XPrON 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 Selypdatwy. To Neogen Kit Aokipaotiag ELISA Mpwteivng Koukouvaplwv Sev éxel aElohoynBel pe dAa
Ta bava potévta TpoPlpwy, Stepyactieg emegepyaoiag Tpo@ipwy Kat TIPWTOKOAA SOKLUWV.

To Neogen Kt Aokipaciag ELISA Mpwtelvng Koukouvaplwy TEPLEXEL 96 (PPEATLA, TIOU TIEPLYPAPOVTAL OTOV
Mivaka 1.

Nivakag 1. Mepleydpeva Kit

EiSog Tautomoinon Mpomapackeun AmtoOrikeuon | Ztabepotnta

(BA. TV evétnta

"Mpomnapackeun

Avtidpactnpiwv"

yla AETITOPEPELEG)
Neogen® dpedtia ‘Eva aAOULVEVLO GOKOUAAKL |‘ETolpo yLa xpron. 2-8°C o€ Enavaocypayilete
Aokipaoiag HE éva TIAAKLSLO TwV OPPAYLOPEVO | TO AAOUMLVEVLO
ELISA Mpwtetvng 96 aaLpoUPEVWY, OAOUMLVEVLO | COKOUAAKL TTOU
KoukouvapLwv ETILKOAUPPEVWY PE avTiowpa OOKOUAAKL TIEPLEXEL TA

ppeatiwv. pe Enpavtikd | axpnotpotointa
pEToO. (PPEATLA KAL TO

Enpavtiko peoo.
®UAACOETE OTOUC
2-8 °Cywa va
SltatnpnBet n
otabepdTnTa péxpL
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
Koukouvaplwyv HRP | Avtlowpatog ZuleuyPévou | apéowg 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. Na pnv | To Neogen
ZUPTIUKVWHA OUYKEVTPWON TPWTEIVNG evotnta "Awadikacia | katauyetal. | ZUPTIUKVWHA
Mpotutou KOUKOUVAPLWV. ELISA" yLa tnVv Mpotutou
Mpwteivng TIAPAOKEUN) TOU Mpwteivng
KoukouvapLwv TipoTUTIoU. Koukouvaplwv 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 Atd\upa
Xpron yLa va ApalwTtikoU lvat
TIAPACKEVAOETE 1X otabepd pexpL TNV
_ SLaAupa epyactag. nuepopnvia Angng
TOU KLT.
Neogen® AlGAupa Mia @LdAn pe 50 mL 20X Apawote 1/20 yua 2-8 °C t600 To 20X Neogen
MAUGNG (20X) SLtaAUpatog MAUONG. va napackevdoete | yla to 1X AtdAupa NMAvong
1X SLtdhupa SLaAupa elval otaBbepd pexpL
epyaotag. epyaociag 600 | Tnv nuepopnvia
Kal yLa to 20X | ARéng tou Kit. To
ocupTiukvwPa | 1X AtdAupa NAVong
Ala\Upatog | elval otaBepd ya
MAvonG. TOUAd)LOTOV pia
_ gBSopdda petd tnv
TIAPAOKEUN).
Neogen® PuBuLotiko | Mia @LaAn pe 120 mL 4X Apawwote 1/4ytava |2-8°Ctoco | To 1X PuBuLotiko
AtdAupa EkxUALong | puBpLoTikoU SLaAUpaToq mapaockevdoete 1X | ytato 1X AtdA\upa EkyUALong
E26 (4X) eKXUALONG. SLaAupa epyaotag. SLaAupa Kat to 4X Neogen

To SLdAupa epyactiag
Ba mpémeL va

epyaoiag 6co
Kat yLa to 4X

PuBpLoTLko AldAupa
EkxUALoNG elvat

Beppavel otoug OUMPTIUKVWHA | oTaBepd pEXPL TNV
50-60 °C TtpLv tn Neogen nuepopnvia Anéng
xpnon. PuBplotikol | TOU KLT.
Ata\Upatog
EkxUALONG.
Neogen® AlGAupa Mia @LaAn pe 12 mL ‘ETOLpO yLa xprion. 2-8 °C o€ MpootateVete
Xpwpoyodvou 3,3,5,5'-teTpapeBUA- OKOTELVO amd 1o Ywe. To
YTooTpwpatog BevqL&ivng (TMB). XWPO. Neogen AldAupa
Xpwpoyovou
YTrootpwpatog elvat
otabepd pexpL TNV
TOU KLT.
Neogen® AldAupa Mia @LaAn twv 12 mL pe ‘EToLpo yLa xpron. 2-8°C To Neogen AldAupa

AtakoTiig

0,3 M BeLLkO 0EU.

AtakoTtAg elvat
otabepd pexpL TNV
nuepopnvia Afgng
TOU KLT.
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YALKA TIOU S€V TIAPEXOVTAL OTO KLT:

Mutéteg akpLBelag kat puyxn TILTETWV yila Tt cuMoyr] 10 €wg 100 pL

AOKLPQOTLKA CWANVapLa

Zuokeun MAUoNG/avapponong TAAKLE{wY PLKPOTLTAOU

ATIECTAYWEVO I ATILOVIOPEVO VEPO

MAakisLo avdyvwong PYLtkpotitAou

ALdopa okelN Epyactnplou yLa TNV TIAPACKEUN TWV avTldépaotnpliwy KAl TWV pUBULOTIKWY SLAAUPATWY
XPOVOUETPO

Avadeutrpag TUTIoU vortex

AVaKLVOUPEVO USATOAOUTPO f AVAKLVOUHEVOG ETTWACTIPAG

Avakvntrpag pe eMeldoeldr) kivnon

AcpdaAeLa

O xpnotng TPETEL va SLaBACEL, va KATAVOroeL Kat va akoAoUBEL OAEC TLG TTANPOWOPLEG AoPANELAG OTLG 08NYLEG

yLa to Neogen Kit Aokipaotag ELISA Mpwrteivng KoukouvapLwy. PUAGETE TLG 08nyLeq a0PANELAG yLa HEANOVTLKN

avagopd.

A NMPOEIAOMOIHZH: YmodelkvUel pla emkivéuvn katdotaon, n omola, dv Ssv amo@euyBel, umopsl va éxel wg
amnotéAeopa Bdvato r coBapd TPAUPATLOPO /KAl KATACTPOWYN LELOKTNOLAG.

YMOAEIZH: Ymo&elkvUeL PLa Suvntikd emikivéuvn katdaotaon, n omola, edv dev amoweuxOel, ymopet va
€XEL WG ATIOTEAECHA KATAOTPOYH LSLlokTnolag.

A TPOEIAONOIHZH

Ma va JELWOETE TOUG KLVEUVOUG TIou oxeTifovtal he €KBeON OE XNHULKEG OUGLEG:

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

e O XpNoTNG TPETEL VA EKTTALSEVCEL TO TIPOCWTILKO TOU OTLG TPEXOUOEG OPBEG TEXVLKEG EAEYXOU, YLa TIAPASELYHQ,
KaAég Epyaotnplakég Mpaktikeg' ) ISO/IEC 170252,

e AKOAOUBE(TE TTAVTA TLG TUTILKEG EPYAOTNPLAKEG TIPAKTIKEG AOWAAELAG, CUMTIEPLAAUBAVOUEVNG TNG XPONG TNG
KATAAANANG TIPOOTATEUTLKNG evSupaciag Kat Tipootactiag patiwy otav xelpideote aviidpaotrpLa.

e  Amowuyete TNV emtan pe to Neogen AtdAupa Atakotrg, BA. To PUANO AsSopévwy AcPAAELag yLa TIPOCOOETEG
TIANPOWOPLEC AOPANELAG.

MNa va JELWOETE TOUG KLVSUVOUG TTou oXeTi{ovtal P PEVSWGE APVNTLKA ATIOTEAEGHATA TIOU 08NyoUV 6TV

aTt0oSECPEVCT HOAUGHEVOU TIPOLOVTOG:

e  duAdooete to Neogen Kit Aokipaoiag ELISA Mpwtelvng Koukouvaplwy cUP@wva Pe TLg uttoSei&elg otn
ouoKeuaola Kal oTLg TAnpoyopleg poldvtod.

e  Xpnowuoroleite to Neogen Kit Aokipaciag ELISA Mpwtelvng KoukouvapLwy yLa Setypata Tpo@ipwy Kat
TIEPLBAAOVTLKA SElypata TIoU £XouV ETILKUPWOEL EcWTEPLKA 1 attd €va Tplto PEPOG.

e  AKOAOUDBEe(TE TO TIPWTOKOANO KaL SLEVEPYELTE TOUG EAEYXOUG AKPLBWG OTIWG TIEPLYPAWPETAL OTLG TIANPOYOPLES
TpoiévToC.

e H Neogen 8ev €xeL TEKUNPLWOEL TN xprion tou Neogen Kit Aokipaciag ELISA Mpwtelvng Koukouvaplwy o
Bropnxavieg AAeg amod ekelveg Twv TpoPipwy Kat TTotwv. MNa mapddetypa, n Neogen Sgv €XEL TEKUNPLWOEL
aUTO TO TIPOLOV YL TOV EAEYXO SELYHATWY QAPHAKEUTIKWY TIPOLOVTWY, KAAUVTLIKWY, KALVLKWV ] KTVLATPLKWY
Selypdtwv.

Ma va JELWOETE TOUG KLVEUVOUG TIou OXETLoVTaL PE avaKpLPr amoTEAECHATA TIOU 08nyoUV 6TV

amMoS£GUEUCT HOAUGHEVOU TIPOLOVTOG:

e  Xpnoluoroleite mavta to Neogen Kit Aokipaciag ELISA Mpwtelvng KoukouvapLwy PéxpL TNV nUepopnvia
AARENG.

e [apaockeudlete AvTa Ta SLOAUPATA £pyaciag XpNOLHOTIOLWVTAG TA CUUTIUKVWHEVA AVTLEpACTrPLa TOU
Neogen Kt Aokipaciag ELISA Mpwtelvng Koukouvaplwv og Beppokpacia 20-25 °C.
Mnv kataUyete to Neogen ZupmUkvwia Mpotumou Mpwteivng KoukouvapLwv.
Edv to Atdhupa Xpwpoyodvou YTTOOTPWHATOG YIVEL PTIAE, PNV TO XpnotuoTtioloste. AKoAouBeite KalEég
Epyaotnplakeg Mpaktikeég' yla va amouyete tnv aAnAopdAuveon tou Neogen AtaAUpatog XpwHoyovou
YTIOOTpWHATOG.

e Ta Neogen® Kit Aokipaoiag AMepyLoyovou Mpwtelvng Sgv ipoopidovtatl yla Tnv avixveuon USpOAUHEVWY
TIPWTELVWV.
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e  Ta Neogen Kit EAéyxou ANEpyLOyOVWY MpWTEIVWV £x0UV OXESLAOTEL yLa va aviyVeUOLV TIPWTEIVEG aTtO
enegepyacpeva TpoOPLUa HOALG StahutottolnBolv og Neogen PuBpuLotikd AtdAupa EkxUALong. OpLopéveg
pEBoSoL emegepyaoiag Tpoipwy evdexeTaL va TiepLOoploouV TNV AViXVEUON QUTWV TWV TIPWTEIVWV.

e  Oplopéveg pEBodol emetepyaoieg TPOWIPWY PTIOPEL va EMNPEACOLY TNV AVIiXVEUON TIPWTEIVWY OE TPOPLPA
pe ta Neogen Kit EA€yxou ANepyLoyovwy Mpwtelvwy. OL xproteg Ba TipEmeL va emainBevouv OTL N PEB0S0g
elval Kat@\ANAn yLa Tov oKoTtd TIoU XpnolpoToLeltal Kabwg Kat OTL AVTATIOKPIVETAL OTLG ATIALTAOELG TOU

xpnotn.

2ZHMEIQZH

Ma va JELWOETE TOUG KLVEUVOUG Ttou OXETLovTalL P avakpLPr] anoteAéopata:

e H otaBepoTnta Tou SElypatog HeTd TLG eKXUALOELG Sev €xeL afloloynBel. H Stadikactia ELISA Tipémet va
Slevepyeltal apeowg PETA TNV eKXVALON TOU SElypatod.

e  Xelpileote ta Neogen Mpotuma Mpwteivng Koukouvaplwy cUP@wva pe TLg KaAég Epyaotnplakég MpakTikeg'
yla va amo@UyeTe TNV AAANAOPOAUVON TWV SELYHATWV.

YupBouAguTeiTE TO PUAO AcSopEVWV ACPAAELAG LA TIPOCOETEG TTANPOYOPLEG.

Fa TIANPOYOPLEG OXETIKA PE TNV TEKUNPLWON TNG anmddoaong Tou TipoldvTog, ETLOKEPOELTE TNV LOTOOEALSa
WWW.neogen.com 1 €TILKOLVWVIOTE [E TOV TOTILKO 0ag avtumpdowto ) Stavopéa tng Neogen.

Eubuvn tou xpniotn

OL xprioteg eivat utteBuVoL va e€0LKELWOOUV PE TLG 08Nyleg Kal TLG TIANPOWOopPLEG TOU TIPOlOVTOG. ETiLoKepBEiTE TNV
LOTOOEA(Sa pPag 0TO www.neogen.com 1 ETILKOLVWVHOTE PE TOV TOTILKO 0aG avTLIpOowTto 1 Stavopéa tng Neogen
yLa TIEPLOCOTEPEC TIANPOYOPLEG,.

‘OTWG KaL PE OAEG TLG SOKLUACGTLKEG MEBOSOUG TTOU XPNOLUOTIOLOUVTAL YL TNV avAaAuch TpoYipwy, n
HMATPA TNG SOKLUNG UTIOPEL Va ETNPEACEL Ta anoteAéopata. Katd tnv emloyn plag peboddou eAéyyou, elval
ONMAVTLKO va avayvwpilete 0TL oL eEWTEPLKOL TTaPAyovTEG, OTIWG HEBoSoL SetypatoAndiag, TPWTOKOAAD EAEYXOU,
TIPOETOLPAcia Kal XELPLOPOG SELYPATWY KAL N EPYACTNPLAKN TEXVLKI UTIOPEL VA EMNPEACOLV Ta anoteAéopata. To
Selypa tpowipou pmopetl to (810 va emnpedoeL Ta anoteAéopara.

Katd tnv emioyr| ortolacSAToTte SOKLPAOTIKNAG HEBOSOU N TipoilovTog, anoteAel EuBUVN Tou Xpriotn N aLoAdynon
ETAPKOUG apLOPoU SELYPATWY TIPOKELPEVOU O XPHOTNG VA SLACPAALCEL OTL N ETUAEYHEVN SOKLUAOTLKN HEB0SOC
TIANpoL Ta KPLTAPLA TOU XPHoTN.

ATtoTeAEL eTtlong euBUVN Tou Xprotn va kKaboploel OTL OAEG oL pEBOSOL SOKLUNG KAL Ta aTIOTEAEoUATA
QVTATIOKP{VOVTaL OTLG ATTALTHOELG TWV TEEAATWV KAl TWV TIPOUNBEUTWY ToU.

'Onwg KaL PE KABe pEB0SO EAEYYOU, TA ATTOTEAECHATA TTOU AdpBAvovTal amo Tn XPrjon OTIoLOUSHTIOTE TIPOIOVTOG
Neogen Food Safety §ev cuvLoTOUV €yyUnon TG ToLOTNTAG TWV PNTPWV 1 TwV SLaSLKaclwy Tou uttoBaA\ovtal o€
€\eyxo.

MNepLopLopog eyyunoewv/MePLOPLOPEV ATIOKATACTAGH)

EKTOX EAN AHAQNETAIL PHTA XE MIA ENOTHTA I'TA NMEPIOPIXMENH EIMTYHXH XTHN ATOMIKH

YYZKEYAZIA TOY MPOIONTOZ, H NEOGEN AMOTOIEITAI OAEX TIX PHTEX KAI ENNOOYMENES EFTYHZEIS,
>YMMEPINAMBANOMENQN AAAA OXI MEPIOPIZTIKA, OMNMOIQNAHIMOTE EIMMYHZEQN EMIMOPEYZIMOTHTAZ

'H KATAAMAHAOTHTAZ A MIA ZYTKEKPIMENH XPHZH. Edv omtolodrmote ipoidv Neogen Food Safety sivat
eAatTwpatiko, n Neogen ) o e€oucLodotnpéVog Sltavopéag tng, Katd tnv Kpion Ttoug, Ba avilkataotrioouy f
ETLOTPEPOUV TNV TLPNA ayopdg TOU TPoLoVToG. AUTEG lval OL ATTOKAELOTIKEG 0AG ATIOKATAOTACELG. ETilkolvwviote
ME Tov avtLpoowTto tng Neogen 1) tov e€ouctodotnpévo Stavopéa tng Neogen yla TEEPALTEPW EPWTHOELG.

MepLopLopdg tng euBLUVNG tng Neogen

H NEOGEN AEN EYOYNETAI I'A OMOIAAHIMOTE ANQAEIA 'H ZHMIA, EITE AMEZH, EMMEZH, EIAIKH,
SYMNTQMATIKH ‘H AMTOOETIKH ZHMIA, ZYMITEPIAAMBANOMENQN, AAAA OXI MEPIOPIZTIKA, ATA®YTONTQN
KEPAQN. H euBlUvn tng Neogen &ev uttepBaivel o€ kapia epimTwon Kat uTd Kapia VoK Bewpla Tnv TR ayopdg
TOU TIPOIdVTOC TIOU €lKAETAL OTL €lval EAATTWHATLKO.
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Amto0rikeuon kat ATtoppLpn

duldooete ta Teplexopeva tou Neogen Kit Aokipaotiag ELISA Mpwtelvng Koukouvaplwy otoug 2-8 °C. Na pnv
katapuyetal. PUAACOETE Ta apalwpéva Stalvpata epyaciag OTwg mepLlypdpetat otov Mivaka 1.

Ta ouotatikd tou Neogen Kit Aokipaciag ELISA Mpwtelvng Koukouvaplwv Sev TPETEL va XpnotpototovvTat
META TNV nuepounvia ANgNG. H nuepopnvia ANgng kat o aptBpog maptidag emionpalvovtal otnv eEWTEPLKNA
ETLKETA TOU KOUTLOU.

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

0&nyigg Xpong
AKOAOUBE(TE OAEC TLG 08NYLEG TIPOCEKTIKA. H pn Tripnon Twv 0dnylwv pmopel va odnyroeL oe avakpLpn
amoteAéopata.

Mpomapackeun AvtilSpactnpiwv
Apriote OAa ta avtidpaotripla va épbouv o Beppokpactia Swuatiou (20-25 °C) TtpLy T XPrion. XpnoLuoToLeite
kaBapd okeun epyactnplou yla va apalwoete Kat va amobnkevoete ta SlaAupata epyactiag.

a. Neogen PuBpiotiko AtdAupa EkxOALong

Fa va apackeuaoete 1X PUBLOTIKO AtdAupa EkxUALong, pooBéote éva pépog Neogen PuBuLotikoU
AtaAUpatog EkxUALonG (4X) Kat apalwote o€ Tpla pépn amoviopEvou i ameotaypévou vepou. Mpobeppdvete
10 PuBuLOoTLKO ALdAupa EkxUALong (1X) otoug 50-60 °C o€ USATOAOUTPO 1] AVAKLVOUHEVO ETIWACTHPA TIPLV TN
xpnon. Kabe delypa amattet 4,5 mL 1X PuBulotikol AlaAUpatog EkUALonG.

B. Neogen AtdAupa Apatwtikov
Ma va apackeudoete SLAAUPA 1X Apalwtikou, TipocBéate éva pépog Neogen ApatwtikoU (5X) o€ téooepa

HEPN ATILOVLOPEVOU 1) ATIECTAYHEVOU VEPOU. KaBe Setypa amattel éva ouvolo 4,5 mL Stahupatog 1X
Apalwtikou.

y. Neogen AitdAupa MAUGoNG

Ma va apackevdoete 1X AtaAupa MAUoNG, ipooBéote eva pepog Neogen Alahupatog MAUong (20X) oe
19 p€pn aTiLovVIoPEVOU 1) ameotaypévou vepou. KaBe Neogen dpedtio Aokipaoiag ELISA amattel mepimou
2,5 mL 1X AtaAUpatog MAUoNG.

Znuelwon: O oxNUATLoPOG KpUOTAMwWY oto Neogen AtdAupa MAUONG (20X) pmtopet va cup el edv pulayBel
otoug 2-8 °C. M'a va SLaAloeTe Toug KpUOTAAoUG, Beppdvete To Neogen AltdAupa MAUong (20X) otoug
30-35 °C o€ USATOAOUTPO I EMWACTAPA TIPLV TIAPACKEUACETE TO AldAUpa MAUoNG (1X).

5. Neogen ZU{euypa Koukouvapiwv HRP

Ma va napackevaoete 1X 0evypa Koukouvaplwy HRP, ipooBéote eva pepog Neogen ZuleUypatog
Koukouvaplwv HRP (10X) kat apatwote o€ 9 pépn SLtaAvpatog 1X ApatwtikoU. MNapacKeVAoTE APECWG TIPLV
TN xprion. Kabe Neogen dpedtio Aokipactiag ELISA amattel 100 L 1X Zulelypatog Koukouvaptlwy HRP.

Mpomtapackeun Selypatog
Znpelwon: OAa ta Setypata mpemel va ekxUALfovtal pe 1X PuBpLotiko AtdAupa EkyUALoNG TipoBepPacpéVo oToug
50-60 °C.

1.1 TMapaockeudote To Selypa yla ekxUALON TIPWTELVNG 0€ éva KaBapo SOKLPACTIKO CWANVAPLO 1 QVAAWGCLHO
OWANVAPLO OTIWG TIEPLYpAYeTaL otov MNivaka 2.

Mivakag 2. MNpoTmapackeun Selypatog

Nivakag Setypdtwv MéyeBog Apaiwan (1/10)
Seiyparog
Tteped TPOPLUA 0,5+0,02 g MpooBéote 4,5+0,09 mL poBeppacpévou 1X

PuBpiotiko AtaAupatog EkyUALong

Yypa tpoLua 0,5+0,01 mL MpooBéote 4,5+0,09 mL ipoBeppacpévou 1X
PuBptotikoU AtaAUpatog EkxUALong

Nepo TeAkng EkmAuong Zuotnudtwy | 0,5+£0,01 mL MpooBeote 4,5+0,09 mL poBeppacpévou 1X
Eritémiou KaBapiopou (CIP) PuBptotikoU AtaAUpatog EkxUALong




@ (EAAnVKa) ﬁ ﬁ

gl

S

+ =

4

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

n .

00:05:00

.

2 n 100pl =
2 900yl ==
= —

3000 g / 00:00:30
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Awadikactia ELISA

2.1

Aypatpéote éva Neogen dpedtio Aokipaociag 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 ZupmUkvwpa Mpotutou Mpwtelvng KoukouvapLwy, TTApaoKEUAOTE £V OET
TIEVTE TIPOTUTIWV ApALWPEVWY O ALGAUpA ApalwTlkou (1X).
ApLOpOG Zuykévtpwon MpotuTmou ‘Oykog TtpoTUTIOU IOV ‘Oykog Tou SLaAupartog 1X
Mpotutou (ng/mL) mpootédnKe oto 1X ApaLwtikoU
ApaLwTLKO
5 405 10 pL Neogen ZUUTIUKVWHATOG 990 pL
Mpotumou Mpwtelvng
KoukouvapLwv
4 135 200 pL Tpotumou aplbuog 5 400 pL
3 45 200 pL mpotumou aplbuoc 4 400 pL
2 15 200 pL mpotumou aplbuog 3 400 pL
1 5 200 pL mtpotuTou aplbuog 2 400 pL
0 0 0 400 pL

2.3

2.4

2.5

2.6
2.7

2.8

2.9

Metagéepete pe reta 100 pl kdBe potuTou o€ Neogen ®pedtia Aokipaoiag ELISA.

Mpotuto 0 (1X AtdAupa ApalwTtikou)
Mpotuto 1 (5 ng/mL) ppb

Mpotuto 2 (15 ng/mL) ppb

Mpotuto 3 (45 ng/mL) ppb

Mpotuto 4 (135 ng/mL) ppb
Mpotutto 5 (405 ng/mL) ppb

Metapépete pe Tiuneta 100 pL tou ekYUALOPEVOU SElyaTog TIOU TTAPACKEUACTNKE 0To Pripa 1.4 ot éva
Neogen ®pedtio Aokipaotag ELISA.

Enwdote ta Neogen dpedtia Aokipaoiag ELISA og avakivntriipa pe eNelpoeldr kivnon pubuilopévo os
400 rpm o€ Beppokpacia Swuatiou (20-25 °C) yla 30+2 Aemttd. Atatnprote Ta QpPedTLa KAAUPPEVA KAl O
eninedn B€on katd tn SLdpkela autoL Tou BAPaATog yLa va anotpeéPete tnv eEdtyLon.

MeTA TNV EMwWacn, avappoyrote ta meplexopeva twv Neogen dpeatiwv Aokipaoiag ELISA.

Feplote teelwg kaBe Neogen Ppedtio Aokipaoiag ELISA pe 1X AtdAupa MAVONG Kat avappo@rote. Edv

n TAUoN yilvetat xelpokivnta, avaotpéPte to TAaKiSL0 kal pi&te/tvagte ta meplexopeva o€ €va Soxelo
amtoBAATWVY KAl XTUTIAOTE TA PPEATLA ATIOTOPA ETIAVW OE ATIOPPOYPNTLKO XAPTL yLA VA APALPECETE TO
UTTOAELTIOpEVO SLAAUPA TIAUONG. ETtavaAdBete autd to Bripa TPELG POPES YLa VA OUVOAO TECOAPWY TIAUCEWV.

Metagéepete pe mreta 100 pl 1X Zulevypatog Koukouvaplwy HRP o€ kdBe Neogen ®pedtio Aokipaotag
ELISA. Emwdote o€ avakwntrpa pe eAMeLoELdN kivnon pubulopévo o 400 rpm o€ Beppokpacia Swuatiou
yla 1042 Aemttd. AlatnprioTe To TIAAKISL0 KOAUPPEVO OE OKOTELVO XWPO Kal o€ eTimedn B€on katd tn SLapkela
autou Ttou Brpatog.

EravaAdBete ta Bripata 2.6 Kat 2.7 yLa va OAOKANPWOETE €va GUVOAO TECOAPWY TIAUCEWVY HE TO ALGAUpa
MAVoNG (1X).

2.10 Metayépete pe munéta 100 pl Neogen AtaAUpatog Xpwpoydvou Yrootpwpatog (TMB) o€ kdBe Neogen

®pedtio Aokipaoiag ELISA.

2.11 Enwaote o€ avakwntipa pe eMeloeldr| kivnon pubuiopévo og 400 rpm oe Beppokpacia Swpatiou yla

10 Aemttd. Alatnpr)ote To TAAKISL0 KOAUPPEVO OE OKOTELVO XWPO Kal o€ eTitedn B€on katd tn StdpkeLla autou
ToU Bripatoc.

2.12 Metd tnV enwaon, ipooBéote 100 pL Neogen AtaAUpatog AlakoTtrg og kaBe Neogen ®dpedtio Aokipaoiag

ELISA katL tpoodlopiote tnVv amoppdynon (ota 450 nm) evtog 30 AETITWV.
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Chromogenic
Substrate Solution

00:10:00/6eppokpaoctia Swyatiou

AVAAUGCT) ATIOTEAECHATWY

3.1

Apalpeote TN Péon T uttoBdabpou yLa kabe Selypa (EvEeLlen peéong amoppd@nong tou delypatog peiov tnv
€vSeLEn HEoNG amoppoOPNONG TOU INSEVLIKOU TIPOTUTIOU).

3.2 XpnoLPOTIOLWVTAG AOYLOHLKO UTIOAOYLOTH) LKAVO VA TIAPAYEL TIPOCAPHOYH AOYLOTLKAG KAUTIUANG TECOAPWY

TIAPAPETPWY, KATACKEUAOTE PLa TIPOTUTIN KAPTIUAN oxedLddovtag tn cuykevtpwon og ng/mL (ppb) otov
agova x Kat Tnv eveeLEN amopponong os kAbe avtiotolyo TpotuTo otov agova y. Mmopel emiong va
xpnotpotownBel pooappoyr] S€UTEPNG TAENG TIOAUWVUHLKNAG (TETPAYWVLKNG) 1 GAANG KAPTIUANG: WOoTO00, Ba
elvat pla Alyotepo akpLBrg Tpoocappoyr] Twy SES0PEVWV.
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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 1,3 ng/mL (ppb)
To 6plo aviyveuong opidetal wg n xapnAdTEPN CUYKEVTPWON TOU AANEPYLOYOVOU 0TO £EeTalOpeVo Selypa Ttou
pttopel va StakpLBel amd eva aAnbeg TupAo Seiypa o kaboplopévo eminedo mBavotntagd. Mpoodlopiletal
TIPOCBETOVTAG TPELG TUTILKEG ATIOKALCELG OTNV TLUA PEONG OTITLKNG TIUKVOTNTAG 0ApAVTA OKTW eMavaAfPewv
TOU PN&EVLKOU TIPOTUTIOU Kal UTtoAoy({ovtag TNV avtioTtolyn CUYKEVTPWON.

B. ToOpto Moootikol Mpoaodloplopou (LOQ) eivat 0,5 ppm
To 6pLo TIOGOTIKOU TIPOCSLOPLOPOU 0plleTal WG TO XAPNAGTEPO ETHLTIESO TOU AAAEPYLOYOVOU OF EVa
egetadopevo Selypa ou popel va oooTikoTotnBel eUAOYa O€ VA CUYKEKPLUEVO ETILTIESO 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
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Informacje o produkcie

Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzeszkach

piniowych

Test immunoenzymatyczny (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) do analizy iloéciowej biatek orzeszka

piniowego.

Opis i przeznaczenie produktu
Neogen® Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzeszkach piniowych jest przeznaczony do wykrywania
obecnosci biatek orzeszka piniowego w wodzie pochodzacej 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 orzeszkach piniowych wykorzystywana jest metoda
Sandwich ELISA. Biatka orzeszka piniowego obecne w prébce reaguja z przeciwciatem przeciwko orzeszkom piniowym
zaabsorbowanym na powierzchni studzienek do mikromiareczkowania z polistyrenu. Po usunieciu niezwigzanych biatek
przez wyptukanie dodaje sie przeciwciata przeciwko orzeszkom piniowym sprzezone z peroksydaza chrzanowg (HRP).
Takie znakowane enzymem przeciwciata tworzg kompleksy z wczeséniej zwigzanym biatkiem orzeszka piniowego. Po
zakonczeniu drugiego etapu ptukania enzym wigze sie zimmunosorbentem przez dodanie substratu chromogenicznego,
3,35,5-tetrametylobenzydyng (TMB). Kolor powstaty w wyniku tej reakcji enzymatycznej jest bezposrednio zwigzany
ze stezeniem biatek orzeszka piniowego w badanej prébce; w zwigzku z tym absorbancja na poziomie 450 nm stanowi
miare stezenia biatek orzeszka piniowego w badanej prébce. llo$¢ biatek orzeszka piniowego w badanej prébce mozna
wyekstrapolowac ze standardowej krzywej utworzonej ze standardéw znanego stezenia i dostosowanej w sposéb
uwzgledniajgcy rozcienczenie probki.

Neogen Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzeszkach piniowych jest przeznaczony do stosowania w
$§rodowisku laboratoryjnym przez specjalistéw stosownie przeszkolonych w zakresie praktyk laboratoryjnych. Firma
Neogen nie udokumentowata zastosowania tego produktu w gateziach przemystu innych niz zywnos¢ i napoje.
Przyktadowo firma Neogen nie udokumentowata zastosowania tego produktu do badania probek lekéw, kosmetykow,
prébek klinicznych ani weterynaryjnych. Neogen Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzeszkach
piniowych nie zostat zwalidowany w odniesieniu do wszystkich mozliwych produktéw spozywczych, proceséw

przetwarzania zywnosci i protokotéw testowych.

Neogen Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzeszkach piniowych zawiera 96 studzienek, ktére opisano w
Tabeli 1.

Tabela 1. Sktadniki zestawu

Element

Charakterystyka

Sposéb
przygotowania
(szczegétowe
informacje
mozna znalezé
w sekcji Sposéb
przygotowania
reagentéw)

Przechowywanie

Stabilnosé

Neogen® Studzienki
do oznaczania biatek
orzeszka piniowego
metodg ELISA

Jeden woreczek
foliowy z ptytka
zawierajgcg 96
studzienek pokrytych
przeciwciatami.

Gotowe do uzycia.

2-8°Cw
szczelnie
zamknietym
woreczku
foliowym

ze $rodkiem
pochtaniajgcym
wilgoé.

Ponownie uszczelni¢
woreczek foliowy
zawierajacy
niewykorzystane
studzienki oraz srodek
pochtaniajgcy wilgoé.
Przechowywac¢ w temp.
2-8°C, utrzymujac
stabilno$¢ az do terminu
waznosci zestawu.
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Rozcienczalnik (5X)

zawierajgca 50 ml
rozcienczalnika 5X.

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

Neogen® Koniugat Jedna fiolka Przed uzyciem 2-8°Cw Koniugat 10X zachowuje
HRP do oznaczania zawierajgca 1,5 ml nalezy niezwtocznie | ciemnym stabilno$¢ az do terminu
orzeszkdéw piniowych | przeciwciat 10X rozcienczy¢ w miejscu. waznosci zestawu.
(10X) sprzezonych z stosunku 1/10,

peroksydazg tworzac roztwor
- chrzanowg (HRP) 10X. | roboczy 1X.
Neogen® Jedna fiolka o znanym | Informacje natemat | 2-8°C. Nie Neogen Standardowy
Standardowy stezeniu biatek standardowego zamrazad. koncentrat do oznaczania
koncentrat do orzeszka piniowego. sposobu biatek orzeszka
oznaczania biatek przygotowania mozna piniowego zachowuje
orzeszka piniowego znalez¢ w sekgcji stabilno$¢ az do terminu
_ Procedura ELISA. waznosci zestawu.
Neogen® Jedna butelka Przed uzyciem 2-8°C Neogen Roztwor

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

Neogen® Roztwor
myjacy (20X)

Jedna butelka
zawierajgca 50 ml
roztworu myjacego
20X.

Rozcienczy¢ w
stosunku 1/20,
tworzac roztwor
roboczy 1X.

2-8°C zaréwno
w przypadku
roztworu
roboczego 1X,
jak i koncentratu
roztworu
roboczego 20X.

Neogen Roztwdr myjacy
20X zachowuje stabilno$é
az do terminu waznosci
zestawu. Roztwodr myjacy
1X zachowuje stabilnos¢
przez okres co najmniej
jednego tygodnia od
momentu przygotowania.

Neogen® Bufor do

Jedna butelka

Rozcienczy¢ w

2-8°C zaréwno

Bufor do ekstrakcji 1X

zatrzymujacy reakcje

zawierajgca 12 ml
kwasu siarkowego 0,3
M.

ekstrakcji E26 (4X) zawierajgca 120 ml stosunku 1/4,tworzac | w przypadku oraz Neogen Bufor
buforu do ekstrakcji roztwor roboczy 1X. roztworu rozcienczalnika 4X
4xX. Przed uzyciem roztwor | roboczego 1X, zachowuja stabilnosé
roboczy nalezy ogrza¢ | jak i Neogen az do terminu waznosci
do temp. 50-60°C. koncentratu zestawu.
buforu do
ekstrakcji 4X.
Neogen® Roztwor Jedna butelka Gotowe do uzycia. 2-8°Cw Chroni¢ przed
substratu zawierajgca 12 ml ciemnym $wiattem. Neogen
chromogenicznego 3,3,5,5™- miejscu. Roztwér substratu
tetrametylobenzydyny chromogenicznego
(TMB). zachowuje stabilnosé¢
_ az do terminu waznosci
zestawu.
Neogen® Roztwér Jedna butelka Gotowe do uzycia. 2-8°C Neogen Roztwor

zatrzymujacy reakcje
zachowuje stabilnos¢
az do terminu waznosci
zestawu.

Materiaty niedostarczane wraz z zestawem:

Pipety i koncowki pipet do pobierania od 10 do 100 pl
Probéwki testowe
Podktadka/aspirator do ptytki do mikromiareczkowania
Woda destylowana lub dejonizowana
Czytnik ptytek do mikromiareczkowania




(Potsii) it =i

Rézne rodzaje sprzetu laboratoryjnego do przygotowania roztworéw reagentéw i buforéw
Licznik czasu

Wytrzgsarka typu Vortex

Kapiel wodna w wytrzgsarce lub inkubator z wytrzgsarka

Wytrzgsarka orbitalna

Bezpieczenstwo

Uzytkownik powinien przeczytaé, zrozumieé i przestrzegac¢ wszystkich wskazéwek bezpieczenstwa dotyczgcych
Neogen Zestawu ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzeszkach piniowych. Instrukcje bezpieczenstwa nalezy
zachowac¢ do przysztego wykorzystania.

A\ OSTRZEZENIE: Oznacza niebezpieczna sytuacje, ktérej skutkiem, w razie braku podjecia srodkéw
zapobiegawczych, moga byé powazne obrazenia ciata lub $mier¢ i/lub uszkodzenia mienia.

WAZNA INFORMACJA: Oznacza potencjalnie niebezpieczng sytuacje, ktérej skutkiem, w razie niepodjecia $rodkéw
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 przestrzegaé¢ standardowych laboratoryjnych praktyk bezpieczenstwa, tgcznie 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 orzeszkach piniowych nalezy przechowywac w sposéb
podany na opakowaniu i w informacjach o produkcie.

° Neogen Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzeszkach piniowych nalezy stosowaé w odniesieniu do
préobek 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 orzeszkach piniowych w gateziach przemystu innych niz zywno$¢ i napoje. Przyktadowo firma Neogen nie
udokumentowata zastosowania tego produktu do badania probek lekéw, kosmetykow, probek klinicznych ani
weterynaryjnych.

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z wystepowaniem niedoktadnych wynikéw prowadzgcych do dopuszczenia do

obrotu produktéw zanieczyszczonych:

° Nalezy uzywac tylko Neogen Zestawu ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzeszkach piniowych z waznym
terminem waznosci.

° Roztwory robocze nalezy zawsze przechowywacé przy uzyciu stezonych reagentéw Neogen Zestawu ELISA do
wykrywania biatek obecnych w orzeszkach piniowych w temperaturze 20-25°C.
Standardowego koncentratu do oznaczania biatek orzeszka piniowego Neogen nie nalezy zamrazad.
Jesli kolor roztworu substratu chromogenicznego zmieni sie na niebieski, nie nalezy go uzywac. W celu unikniecia
krzyzowego zanieczyszczenia Neogen Roztworu substratu chromogenicznego nalezy przestrzegaé 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.
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WAZNA INFORMACJA

Aby ograniczy¢ ryzyko zwigzane z niedoktadnym wynikiem:

e  Stabilno$¢ probki po ekstrakcjach nie zostata oceniona. Bezposrednio po dokonaniu ekstrakcji prébki nalezy
przeprowadzi¢ procedure ELISA.

e  Aby zapobiec zanieczyszczeniu krzyzowemu standardowe roztwory do oznaczania biatek orzeszka piniowego Neogen
nalezy obstugiwac przy zastosowaniu Dobrych Praktyk Laboratoryjnych’.

Aby uzyska¢ dodatkowe informacje, nalezy zapoznac sie z kartg charakterystyki.

W celu uzyskania informacji lub dokumentacji 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 internetowa 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 wptyngé na wyniki
testu. Przy wyborze metody testowania nalezy pamietac, 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 jakos$ci testowanych macierzy lub proceséw.

Ograniczenie gwarancji/Ograniczone srodki zaradcze

JESLI NIE ZOSTALO TO WYRAZNIE OKRESLONE W ROZDZIALE DOT. OGRANICZONEJ GWARANCJI
POJEDYNCZYCH OPAKOWAN PRODUKTOW, FIRMA NEOGEN WY+ACZA 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 orzeszkach piniowych 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 orzeszkach piniowych nie nalezy uzywac po
uptywie terminu waznosci. Termin waznosci i numer partii podano na zewnetrznej etykiecie pudetka.

Produkt nalezy utylizowa¢ zgodnie z aktualnymi lokalnymi/krajowymi/branzowymi normami i przepisami.

Instrukcja uzycia
Nalezy doktadnie przestrzegaé wszystkich instrukcji. W przeciwnym razie wyniki moga by¢ niedoktadne.

Sposéb przygotowania reagentéw
Przed zastosowaniem nalezy zapewnié temperature pokojowg (20—-25°C) wszystkich reagentéw. Do rozcienczania i
przechowywania roztworéw roboczych nalezy uzywac czystego sprzetu laboratoryjnego.
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W celu przygotowania buforu do ekstrakcji 1X nalezy dodaé jedng cze$é Neogen Buforu do ekstrakcji (4X) i
rozcienczyc¢ jg w trzech czesciach wody dejonizowanej lub destylowanej. Przed uzyciem nalezy wstepnie ogrzaé
bufor do ekstrakc;ji (1X) do temp. 50-60°C w kapieli wodnej lub inkubatorze wstrzgsowym. Na kazdg prébke
potrzebne jest 4,5 ml buforu do ekstrakcji 1X.

a. Neogen Bufor do ekstrakcji

b. Neogen Roztwér rozcienczajacy

W celu przygotowania roztworu rozcienczajgcego 1X nalezy dodaé jedng cze$é Neogen rozcienczalnika (5X) na
cztery czesci wody dejonizowanej lub destylowanej. Na kazdg probke potrzebne jest tgcznie 4,5 ml roztworu
rozcienczajgcego 1X.

c. Neogen Roztwér myjacy

W celu przygotowania roztworu myjgcego 1X nalezy dodaé jedng 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 myjgcego 1X.

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

d. Neogen Koniugat HRP do oznaczania orzeszkéw piniowych

W celu przygotowania koniugatu HRP do oznaczania orzeszkéw piniowych 1X nalezy dodac¢ jedng czesé
Neogen koniugatu HRP do oznaczania orzeszkéw piniowych (10X) i rozcieficzyé ja w 9 cze$ciach roztworu
rozcienczajgcego 1X. Przygotowac bezposrednio przed uzyciem. Na kazdg studzienke Neogen ELISA potrzebne
jest 100 pl koniugatu HRP do oznaczania orzeszkéw piniowych 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)
probki
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

£7 -
SR
L 4.5 mL1X

Extraction buffer

Produkt w postaci ciektej

0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

CIpP |
-

0.5 mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2

1.3

1.4

Inkubowaé rozcienczone prébki we wstrzgsowej kapieli wodnej lub inkubatorze wstrzgsowym w temp. 50-60°C
przez 25 * 1 minut. Inny sposdb polega na pozostawieniu prébek w kapieli wodnej lub inkubatorze w temp. 50-60°C i
wstrzgsaniu recznie przez 1 minute co 5 minut.

Po zakonczeniu inkubacji probki nalezy wirowaé z predkoscig 5000—7000 obr./min (3000 x g) przez od 20 do 30
sekund w celu wytrgcenia czgsteczek lub pozostawi¢ je do opadniecia 5 minut w stojaku na probéwki testowe.

Pobra¢ 100 pl ze $srodkowej (wodnej) warstwy i doda¢ je do 900 pl roztworu rozcienczajgcego (1X). Odwirowaé lub
wstrzagsngé w celu doktadnego zmieszania (odpowiada to rozcieficzeniu oryginalnej probki w stosunku 1/100).
50-60°C
00:25:00

3000 g /7 00:00:30
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Procedura ELISA

2.1 Wyja¢ jedna studzienke ELISA Neogen na prébke i/lub standardowy roztwér i umiesci¢ studzienki w uchwycie
na studzienki. Niewykorzystane studzienki ELISA Neogen nalezy umiesci¢ z powrotem w foliowym woreczku i
ponownie odtozy¢ w miejsce przechowywania w temp. 2—-8°C.

2.2 Uzywajac Neogen standardowego koncentratu do oznaczania biatek orzeszka piniowego, przygotowac zestaw pieciu
standardowych roztworéw rozciefczonych w roztworze rozciefczalnika (1X).

Numer Stezenie standardowego Objetosé standardowego Objetosé roztworu
standardowego roztworu roztworu dodana do rozcienczalnika 1X
roztworu (ng/ml) rozcienczalnika 1X
5 405 10 pl Neogen standardowego 990 ul

koncentratu do oznaczania
biatek orzeszka piniowego

4 135 200 pl standardowego roztworu 400 pl
numer 5

3 45 200 pl standardowego roztworu 400 pl
numer 4

2 15 200 pl standardowego roztworu 400 pl
numer 3

1 5 200 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 (5 ng/ml) ppb

Standardowy roztwér 2 (15 ng/ml) ppb
Standardowy roztwér 3 (45 ng/ml) ppb
Standardowy roztwér 4 (135 ng/ml) ppb
Standardowy roztwér 5 (405 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 przelaé/wytrzasngé zawarto$é do pojemnika na odpady i mocno
uderzy¢ w studzienki na papierze chtonnym, usuwajac pozostatosci roztworu myjgcego. Powtorzyé ten etap
trzykrotnie dla wszystkich czterech ptukan.

2.8 Odpipetowaé 100 pl koniugatu 1X HRP do oznaczania orzeszkéw piniowych do kazdej studzienki ELISA Neogen.
Inkubowac¢ w wytrzgsarce orbitalnej ustawionej na 400 obr./min w temp. pokojowej przez 10 + 2 minut. Podczas tego
etapu ptytka powinna by¢ przykryta (brak dostepu $wiatta) i wypoziomowana.

2.9 Powtorzyé kroki 2.6 i 2.7, przeprowadzajgc wszystkie cztery ptukania przy uzyciu roztworu myjgcego (1X).
2.10 Odpipetowaé 100 pl Neogen Roztworu substratu chromogenicznego (TMB) do kazdej studzienki ELISA Neogen.

2.11 Inkubowaé w wytrzasarce 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 pl Neogen Roztworu zatrzymujgcego reakcje do kazdej studzienki ELISA Neogen
i okresli¢ absorbancje (przy wartosci 450 nm) w ciggu 30 minut.
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3.1 Odjg¢ srednig wartosé zaktocen dla kazdej prébki (§redni odczyt absorbancji probki minus $redni odczyt
absorbancji wzorca zerowego).

3.2 Za pomocy oprogramowania komputerowego umozliwiajgcego wygenerowanie dopasowania krzywej logistycznej
czterech parametrow nalezy stworzyé 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
réwniez wykorzystaé wielomian drugiego stopnia (kwadratowy) lub inne dopasowania krzywej; bedg one jednak
stanowi¢ mniej precyzyjne dopasowanie danych.
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3.3 Obliczyé stezenia probki krzywej roztworu standardowego; jednostka wyniku to ng/ml (ppb). Nastepnie

nalezy pomnozy¢ wynik przez wspotczynnik rozcienczenia prébki w celu uzyskania stezenia oryginalne;j
prébki. Przyktadowo: jesli catkowite rozcienczenie prébki wynosi 1/100, a stezenie probki krzywej roztworu
standardowego wynosi 200 ng/ml (ppb), ostateczne stezenie prébki wynosi 200 ng/ml x 100 = 20 000 ng/ml
(ppb), czyli 20 pg/ml (ppm).

Minimalne parametry uzytkowe

a. Analityczna granica detekcji (LOD) wynosi 1,3 ng/ml (ppb).
Granice detekcji okresla sie jako najnizsze stezenie alergenu w préobce testowej, jakie mozna odréznic¢ od prébki
rzeczywiscie zerowej z konkretnym poziomem prawdopodobienstwa?. Okresla si¢ jg przez dodanie trzech odchylen
roztworu standardowego do sredniej warto$ci gestosci optycznej czterdziestu o§miu kopii wzorca zerowego i
obliczenie odpowiedniego stezenia.
b.  Granica kwantyfikacji (LOQ) wynosi 0,5 ppm.
Granice kwantyfikacji okresla sie jako najnizsze stezenie alergenu w prébce testowej, jakie mozna wyodrebni¢ w
granicach rozsadku z konkretnym poziomem doktadnosci®.
Doktadnos$é
Doktadnosé wewnatrztestowa Srednia %CV = <10% N=12
Doktadnos¢ miedzytestowa Srednia %CV = <10% N=12
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MHCTpyKUUM K Nnpenaparty

ELISA Ha6op (NnpoTenH KeApoBOro opexa)

MMmyHodpepMeHTHbIV aHanus (ELISA) ans Kkonu4yecTBeHHO OLLEHKM NPOTEVNHOB KEAPOBOro opexa.

OonucaHue n npegHasHayvyeHue npoaykKTa

Neogen® ELISA Habop (NpoTenH KeApOBOro opexa) npegHasHaveH Ans o6HapyXeHns NpoTeMHOB Ke4poBOoro
opexa B dMHanbHoOM Boge nNpu 6espazbopHoin umcTtke (CIP), npobax 13 okpykaroLLer cpesbl, NULLEBbIX
NHTpeAneHTax 1 NULLEeBbIX MPOAYKTax, MOABEPrLUNXCA TEXHONOrMYeCcKon obpaboTke.

Neogen ELISA Habop (NpoTenH KeApOoBOro opexa) NCrosb3yeTcs C NpUMeHeHNeM CIHABUY-TEXHUKN.
MpucyTcTBytOLLME B MPO6e NpoTenHbl KeJpOBOro opexa B3aMMOAECTBYIOT C aHTUTeNaMn KeApOBOro opexa,
MOrNOLLEeHHbIMY MOBEPXHOCTbIO MOINCTUPONOBbLIX MUKPOTUTPALMOHHBIX A4eek. [ocne yaaneHnsa cBob60o4HbIX
NPOTEeNHOB NyTeM NPOMbIBaHWA J06aBASIOTCS aHTUTENa KeAPOBOro opexa, KOHbIrMpoBaHHbIE C MepoKCMAa30
xpeHa (HRP). 3T MeueHHble pepMeHTOM aHTUTEeIa 06Pa3yoT KOMMJIEKCHbIE COeAMHEHUS C paHee CBA3aHHbLIM
NpOTeNHOM KeApOBOro opexa. [locse BTOPOro sTana NpoMbIBaHVSA 06Hapy>XmBaeTcs pepMeHT, 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 Ke4poBOro opexa B ucciegyemMoi npobe. Takmm obpasom, abcopbuma npu gavHe
BO/IHbI 450 HM siBNSieTCA nokasaTesieM KOHLEeHTpauum npoTerHa KeApoBoro opexa B ncciesyemoi npobe.
KonnyecTtBo npoTerHa KeZpoBOro opexa B UccsiegyemMor npobe MOXHO 3KCTPanoanmpoBaTh Mo CTaHAAPTHOM
KPWBOW, MOCTPOEHHOW Ha OCHOBaHWW CTaHAAPTHBLIX PaCTBOPOB M3BECTHOM KOHLIEHTPALMKN 1 CKOPPEKTUPOBAHHOM
B 3aBNCUMOCTW OT CTeMeHN pasBeseHuns Npoobl.

Neogen ELISA Habop (NpoTenH KeApoBOro opexa) npegHasHaveH AN UCNo/Ib30BaHWS B 1ab0paToOPHbIX YCI0BUAX
cneumanmcTaMm, KoTopble NpoLLnv NpopeccroHa bHYH NOArOTOBKY MO BOMNPOCaM METO/0B 1abopaToPHbIX
nccnegosaHnin. KomnaHmsa Neogen oKyMeHTaIbHO He MOATBEPXa/ia BOSMOXHOCTb MCMO/Ib30BaHNSA 3TOr0
NpoAyKTa B APYrvX OTPac/AX NPOMBbILLIEHHOCTU, KpOMeE OTPac/iv MPON3BOACTBA MPOAYKTOB NMUTAHUS U HAMUTKOB.
Hanpumep, komnaHua Neogen He rnoATeepXAana OKYMeHTa/llbHO BO3MOXHOCTb MCMOJ/Ib30BaHUS 3TOro NPoAyKTa
415 TeCTpOoBaHWA dapMaLeBTUYeCKNX, KOCMETUYECKMX, KIMHUYECKNX UK BeTepuHapHbIx Npo6. Neogen ELISA
Habop (NpoTenH KejpOBOro opexa) He OLeHMBaACA CO BCeEMW BO3MOXHbIMU MULLEBbIMU NPOAYKTamu, mpoueccaMmm
06paboTKM MPOAYKTOB 1 MPOTOKOMAMU aHANN3a.

Neogen ELISA Habop (NpoTenH KeApOBOro opexa) CoAepXnT 96 sueek, KOTopble onucaHbl B Tabauue 1.

Ta6nuua 1. KoOMNOHEHTbI KOMMJIeKTa

SnemeHT O603HayeHune MoproToBka XpaHeHwne YCTOMUMBOCTb
(cm. noapo6Hee
B pa3pgene
«oaroroBka
peareHTOB»)
AYenkm cncTemsl OavnH donbrmpoBaHHbI | FOTOBO K 2-8°CsB NoBTOpHO
«Neogen® ELISA MakeT C MJiaHLLeToM 1CNOJIb30BaHWNIO. | repMeTUYHOM repmeTunpyinTe
Habop (NpoTenH 13 96 CbeMHbIX siHeek, bonbrmpoBaHHOM bOoNbrMpoBaHHbIN
KeApOoBOro opexa)» | MOKPbITbIX aHTUTENAMW. nakere ¢ nakeT, cogepxXaLiyumii
B/IarornorfoTnTeneM. | Hencrnosib3oBaHHbIe
AYEVKU 1
B/1IaronorfoTnTeNb.
Ana nopaep>xaHmsa
YCTOMYMBOCTU

XpaHuTe npu
TeMmnepaTtype 2-8 °C
[0 NCTeyeHns cpoka
rofHoCTU Habopa.
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Neogen® KoHbtoraT
HRP ans kegposoro
opexa (10-KpaTHbIA)

OpgHa amnyna ¢

1,5 Mn 10-kpaTHOro
KOHLeHTpaTa
aHtuTen (10X),

YTtobbl caenatb
1-KpaTHbIN
pabounii pacteop,
pa3sejuTe B

2-8 °C B TeMHoOTE.

10-kpaTHbIN
KOHBIOraT ycTonumBe
[0 ncTeveHns cpoka
rogHOCTV Habopa.

KOHBIOMMPOBAaHHbIX C COOTHOLLEHUN
nepokcrAa3on xpeHa 1710
(HRP). HenocpesCcTBeHHO
B
NCMONb30BaHVeM.
Neogen® OgHa amnyna CraHpapTHyto 2-8 °C. He Neogen
CTaHAapTHbIN C N3BECTHOM npoveaypy 3amMopaxwuBainTe CTaHAapTHbIN
KOHLeHTpaT KOHLIeHTpaumen NoAroToBKM NPOAYKT. KOHLleHTpaT
npoTenHa KeApoBOro | NpoTenHa KeapoBoro CM. B pasgene nportevHa
opexa opexa. «Mpoueaypa KeJpoBOro opexa
ELISA». YCTONYUB A0
_ VCTeueHVs cpoka
rogHocTn Habopa.
Neogen® OaunH dnakoH ¢ UT06bI CaenaTb 2-8°C 5-kpaTHbIV
PasbaButennb 50 mn 5-kpaTHoro 1-KpaTHbIN Neogen PacTtBop
(5-KpaTHbIN) pasbasuTens. pabounii pacteop, pasbaBuTens
pasBeanTe B YCTONYMB 0
CooTHoOLWeHnn 1/5 ncTeyeHuns cpoka
HenocpeaCcTBEHHO roAHoCTU Habopa.
NCMONb30BaHVEM.
Neogen® PactBop OavnH dnakoH ¢ 50 mn YT0bbI CAenaTb 2-8°C ana 20-KpaTHbIiA
ANS NPOMbIBaHKA 20-kpaTHOro pacteopa | 1-kpaTHbIl 1-KpaTHOro Neogen PacTtBop

(20-KpaTHbIN)

ANA NpoOMbIBaHUA.

pabounii pacteop,
pasBeauTe B
COOTHOLLEHNM
1/20.

pabouero pacTBopa
1 20-kpaTHoro
KOHLIeHTpaTa
pacTBopa A5
NPOMbIBaHUS.

AN NPOMbIBaHWSA
YyCTONUMB A0
NcTeyYeHns cpoka
rogHoOCTV Habopa.
1-KpaTHbIN pacTeop
ZANS NPOMbIBaHWSA
YCTOMYMB Kak
MUHVMYM B
TeyeHne oJHOoI
Hegenu nocne

NoAroTOBKM.
Neogen® OavnH dnakoH co YT0obbI cCAenaTb 2-8°C gna 1-KpaTHbIN
IKCTPaKLNOHHbIN 120 mMn 4-kpaTHoOro 1-KpaTHbIN 1-KpaTHOro 3KCTPAKLMNOHHBIN
6ydep (4-kpaTHbINA) | 3KCTPAKLMOHHOrO pabounii pacteBop, | paboyero pacteopa | bydep un

E26 bydepa. pasBeauTe B 1 4-KpaTHOro 4-kpaTtHbii Neogen

COOTHOLLEHMUN
1/4. Nepes
MCMNO/b30BaHVEM
HarpenTe
pabounii pactBop
4o 50-60 °C.

KOHLleHTpaTa
Neogen
SKCTPaKLVOHHOIo

bydepa.

DKCTPAKLMNOHHBbI
bydep ycTonumBbl
[0 NCTeYeHNs CpokKa
rogHoOCTV Habopa.
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Neogen® PactBop OavH dnakoH ¢ 12 mn foTOBO K 2-8 °C B TeMHoOTe. bBeperuTe oT cBeTa.
XPOMOreHHOoro 3,3,5,5- MCMoNb30BaHWIO. Neogen PacTtBop
cybcTpata TeTpaMeTunbeH3ngnHa XPOMOTreHHOro
(TMB). cybcTpaTa ycTonyme
_ [0 UCTeYyeHWs Cpoka
rogHoCTV Habopa.
Neogen® OavH dnakoH ¢ 12 mn foTOBO K 2-8 °C Neogen
OcTaHaBnMBaKOLWWIA | CEPHOM KNCOTbI B 1CNOJIb30BaHUIO. OcTaHaBnBakOLLNA
pacTBop KoHUeHTpauun 0,3 M. pacTBOp ycToumB
J10 ICTeYeHNs CpoKa
_ rogHoCTV Habopa.

MaTepmanbl, KOTOPbIE HE NMOCTaBAAKTCA B Ha6ope:

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

npo6upku;

YCTPOMCTBO ANA NPOMbIBaHUS UKW acNUpaum MUKPOTUTPALIMOHHbLIX MaHLLIETOB;
AVCTUNNNPOBaHHAsA UV AeVOHN3NPOBaHHAasA BOAA;

aBTOMaTM4yecKoe CYUTbIBatoLLLIee YCTPOMCTBO 415 MUKPOTUTPALMOHHBIX NAaHLLETOB;
pasnnyHas nabopaTopHas nocysa AN NOArOTOBKM peareHToB 1 bydepHbIX pacTBOPOB;
Tarimep;

BUXPEBOW CMecuTenb;

BOAAHasA baHsA-LLenKep UK LWenkep-nHKybaTop;

OpbUTanbHbIN Lenkep.

TexHuKa 6e30MacHOCTI

MNMonb3oBaTenb AOHKEH NPOYECTb, MOHATL U COH6MH0AATL BCE YKa3aHUS MO TeXHUKe 6e30MacHOCTY B MHCTPYKLINSAX K
cucteme «Neogen ELISA Habop (NpoTenH KeZpoBoro opexa)». CoOXpaHUTe MHCTPYKLUM MO TEXHVKe 6e30MacHOoCTU
AN NCMOIb30BaHWA B JaNbHeNLleM.

A NPEAYNPEXAEHUE. YkasbiBaeT Ha ONacHyto CUTyaLmio, KOTOpasi, eC/IN ee He 136exaTb, MoXeT MPUBecTH K
CMEepPTU UK TAKENOMN TpaBme 1 (Man) K NOBPEXAEHMIO MYLLEeCTBa.

YBEAOMJ/TEHUE. YkasbiBaeT Ha MOTEHLMaNAbHO OMacHY CUTyaLuio, KOTopas, ecan ee He nsbexaTsb,
MOXET MPUBECTU K MOBPEXAEHNIO MYLLIECTBA.

A NPEAYNPEXAEHUE

[na cHUKeHMSA pUCKOB, CBA3AaHHbIX C BO3AE/CTBMEM XMMUYECKMX BELLLECTB, NpUAep>XuBainTecb

nepeymnciIeHHbIX HUKe peKoMeHAaLUiA.

e  YTUAM3MPYTE B COOTBETCTBUM C TEKYLLIMMU MECTHLIMU, PEFMOHaIbHBIMU, HALMOHaNbHbLIMK, OTPac/IeBbIMU
CTaHAapTaMun 1 HopmMamu,

e [lonb3oBaTesb AOKEH 06YUNTb MEePCOHan Hag/exall M MeToAMKaM NpoBeeHNs aHann3a, Hanpumep B
COOTBETCTBMM C NpaBuiaMn «Hagnexawlaa nabopatopHas npakTuka»' nam ctaHgaptom ISO/IEC 170252,

e (O6s3aTenbHO cobnoAanTe CTaHAAPTHBIE NabopaTopHbIE Mepbl 0becneveHMss 6€30MacHOCTY, B TOM Ynce
NCNONb3yKTe 3aLlLMTHYIO OfeXAy 1 CpeAcTBa 3aLlMThl I1a3 npu paboTe € peareHTaMu.

e  l36eraniTe koHTakTa Neogen OcTaHaBAVBAIOLLLEro pacTBopa € Koxel. lonofHUTeNbHY NHOpMaLMIo O
TexHVKe 6e30MacHOCTM CM. B NacnopTe 6e30MacHOCTN MaTepumana.

ANnA cHNXXKeHns PUCKOB, CBA3aHHbIX C NoJlyYeHneM N0XKHOOTpULlaTeIbHbIX pe3ynbTaToB N NPOU3BOACTBOM

3arpsisHeHHbIX NPOAYKTOB, HE06X04MMO cobNtoAaTh CleayloLme npasuna.

e  XpaHuTe Neogen ELISA Habop (MpoTenH KeapoBOro opexa) CoOrnacHO ykaszaHnsaM Ha ynakoBke N MHCTPYKLUAM
K npenapary.

e  Vicnonb3yiiTe Neogen ELISA Habop (NpoTenH KeapoBOro opexa) 415 Npo6 NuLLeBbIX NPOAYKTOB 1 NPOo6 13
OKpY>KatoLLen cpefbl, KOTOpPble MPOLUN BHYTPEHHIOK U CTOPOHHIOK NPOBEpPKY.

e CobnojaiiTe NPOTOKO/ U BbIMONHANTE TECTUPOBAHME B CTPOrOM COOTBETCTBUM C MHCTPYKLMSAMU K Npenapary.
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e  KomnaHua Neogen floKyMeHTaNbHO He NoATBepXAaia BO3MOXHOCTb MCMOAb30BaHMA cnctembl «Neogen
ELISA Habop (MpoTenH KeApOBOro opexa)» B ApYrix oTpacaax, KpoMme Npon3BoACTBa NPOAYKTOB NUTaHUA U
HanuTKoB. Hanpumep, komnaHma Neogen He noATBepXAana AOKYMeHTabHO BO3MOXHOCTb UCMO/Ib30BaHNSA
3TOro NpoAyKTa ANS TeCTMPOBaHNS papMaLLeBTMYECKMX, KOCMeTUYECKUX, KNTMHNYECKNX U BeTEPUHAPHbIX
npoo6.

Ana CHMXKeHUs1 PUCKOB, CBA3aHHbIX C MOJIlyYEHMEM HETOUYHbIX pe3y/NbTaToB 1 MPON3BOACTBOM

3arpsisHeHHbIX NPOAYKTOB, Heo6XxoAMMO cobnogaTh cneayloLme npasuna.

e  Bcerga ncnonb3yiite Neogen ELISA Habop (NpoTenH KeApOBOro opexa) 40 UCTeYeHWs CpoKa rOAHOCTU.

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

He 3amopaxwnBaiite Neogen CTaHAAPTHLI KOHLEHTPAT NpoTenHa KeApOBOro opexa.

Ecnm pacTBop XpoMOreHHoro cybcrpaTa cTaji CUHKM, He UCMOoNb3yinTe ero. Bo nsbexaHve nepekpecTHoOro
3arpsszHeHuns Neogen PacTBopa XpoMoOreHHoro cybcrpata cobntogarite npasuna «Hagnexawas
nabopaTtopHas npakTrka»'.

e Neogen® Habopsbl 419 aHaM3a ajlyiepreHoB NPOTEMHOB He rnpeHa3HayeHbl A9 06Hapy>XKeHUs
rMAPONN30BaHHBIX 6e/KOB.

e Neogen Habopbl g5 onpejeneHns annepreHos paspaboTaHbl 415 06HapyXXeHWs 6e/KoB 13 06paboTaHHbIX
NnULLEeBbIX NPOAYKTOB Noc/e nx pacteopeHna B Neogen bydepe a5 sKCTpakumm. HekoTopble MeTo/bl
06paboTKM NULLEBbIX MPOAYKTOB MOTYT OrpaHNYMBaTh OBHapyXeHWe 3TUX 6e/IKOB-MULLEeHe.

e  TexHonorma obpaboTKM HEKOTOPLIX MULLIEBbLIX MPOAYKTOB MOXET NOBAUATL Ha onpejeneHne nuLLeBbiX
6enkos ¢ nomoLlbto Neogen HabopoBs 14 onpegeneHns annepreHoB. [Tonb3oBaTenn JOMKHbI yoeanTb s,
YTO MeTOJ, COOTBETCTBYET X Lien 1 TpeboBaHAM.

YBEAOMJIEHUE

ANnA CHUWKEHNA PUCKOB, CBA3aHHbIX C HETOUHBIMM pe3ynbTaTaMun, NpUAEpP>KMBaAATECh NepeUnCciIeHHbIX

HU>Ke peKOMeHAaLMA.

e  YCTONYMBOCTb NPO6 MOC/e IKCTPaKLMM He oueHmBanack. Mpoueaypy ELISA cnefyeT BbINOAHATL Cpasy nocne
3KCTPaKLMM NpobbI.

e  Bo um3bexaHve nepekpecTHOro 3arpsAsHeHns Npob npu pabote ¢ Neogen cTaHAAPTHBIMU PacTBOPaMU
npoTerHa KeApoBOro opexa cobntojarite npaBuna «Hagnexaulas nabopaTopHasi npakTuka»'.

[ononHUTeNbHy MHGOPMaLMIO CM. B NacnopTe 6e30MacHOCTM NPoAyKTa.

MonyunTb MHPOPMALMIO O AOKYMEHTa/IbHOM MOATBEPXKAEHUM XapaKTePUCTUK NPOAYKTa MOXHO Ha Be6-caiiTe
www.neogen.com 60 y MEeCTHOTrO NpeAcTaBUTeNst UAN ANCTpUBLIOTOpa KoMnaHmm Neogen.

OTBeTCTBEHHOCTb No/sib3oBaTenei

Monb3oBaTeNn HecCyT NMOJIHYHO OTBETCTBEHHOCTb 3@ 03HAKOMEHMNE C MHCTPYKLUMSMU 1 MHPOpMaLmein 06
MCNonb30BaHUK Npenapara. ns nonyyeHns 6onee NoApo6HON MHPOPMaLMIN NOCETUTE HALL Beb-caliT no agpecy
WWww.neogen.com /in60 CBSXXUTECH C BaLLVIM MeCTHbIM NpejcTaBuTeneM Unmv anctpubbrotopom Neogen.

Kak n B cnyyae ¢ n106biMy MeToAamMM TeCTUPOBAaHUA A aHaNU3a NULLEBbLIX NPOAYKTOB, TeCToBas
MaTpuLLa MOXKET NOB/UATL Ha pe3y/bTaTbl TeCTUpoBaHUSA. [py BbIGOope MeToAa NccneA0BaHNS BaXKHO
MOHMMaTb, YTO Ha pe3yNbTaTbl NCCNEA0BAHNS MOTYT BANSATL BHELLHMEe GaKTopbl, HanpuMep MeTo4 3abopa nNpob,
NPOTOKON NCCNeAO0BaHMSA, NOArOTOBKAa NPO6 K MccaeAoBaHNIO, CNocobbl 06paboTKm NPob BO BPeMSA 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
nccneA0BaHNA OCTAaTOYHOMO KOIMYeCTBa 06pasLoB onpeaennTb, OTBeYaeT M BbIBpaHHbIN MeToZ TeCTUPOBaHNSA
Heo6X0AMMbIM eMy KPUTEPUSIM.

Kp0|v|e TOro, Nosib3oBaTenb 06s3aH YCTaHOBUTb, OTBEYakT JIN METOAbI N pe3y/ibTaTbl NPOBOAVMbIX UM aHann30B
Tpe6OBaHI/IF|M ero K1meHToB 1 NOoCTaBLLUNKOB.

Pe3ynbTaTbl, MONyYeHHble C NoMoLLbio NpodykTa Neogen Food Safety (kak 1 npy MCNonb30BaHUN 10600 Apyroro
MeToZa NCcCnefoBaHWiA), He FapaHTUPYOT KauecTBO MaTPUL, AN TEXHONOMMYECKMX MPoLLeCccoB, NoABepraBLLMXCS
nccnesoBaHUAM.
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OrpaHI/Il-IeHI/Ie rapaHTvu‘/'l / OorpaHmMYyeHHas salumTa npae
EC/I UHOE IBHO HE YKA3AHO B PA3/E/NTE Ob OTPAHUYEHHOW TAPAHTN HA UHAVBUAYAIBHOW YMAKOBKE
MPOAYKTA, NEOGEN HE MPUN3HAET MNMPAMBIE /11 KOCBEHHbLIE OBA3ATE/IBCTBA, BK/THOYASA, MTOMKNMO
MPOYErO, TAPAHTUO TOBAPHbIX XAPAKTEPUCTUK WJTV NCMOJIb3OBAHUE B COOTBETCTBUM C YKA3AHHOW
OBNACTBbIO MPUMEHEHWSA. Ecnn kavecTBO NpoAyKTa oTAena 6e30nacHOCT NULLLEBOV NMPOAYKLMN KOMMaHNN
Neogen He ABnsieTca Hagaexalmm, komnaHusa Neogen 1M yrnoaHOMOYEHHbIA 3TON KOMMaHMen ANCTPUGBLIOTOP
0653yeTCs Mo CBOEMY YCMOTPEHMIO 3aMEHUTL 3TOT NPOAYKT UAY BO3MECTUTb CTOMMOCTb MOKYMKW 3TOr0 NPOAyKTa.
3TO eAVHCTBEHHbIV CNOCO6 pa3speLleHuns cropa. Mo bbiM A0NONHUTENBHBIM BONpocam obpallanTecs K
npeactasutento unu odunumansHomy aunepy Neogen.

OrpaHnyeHune oTBETCTBEHHOCTU KoMNnaHn Neogen

NEOGEN HE HECET OTBETCTBEHHOCTb 3A YLLEPE N1/ NMOBPEXAEHWA, ABAAOLWMECA MPAMbBIMNA,
HEMNPAMbIMW, YMbILLUNEHHBLIMW, CIYYANHBIMW U KOCBEHHBLIMW, BKTHKOYASA, MOMMMO MPOYEIO,
YTPAYEHHYHO MPUBbI/b. OTBETCTBEHHOCTL KOMMNaHUM Neogen Hu Npu KakmMx 06CTOATENbCTBAX U HECMOTPS HI
Ha Kakune TpeboBaHMNSA He MOXeT MpeBbILLaTh CTOMIMOCTb MPOAYKTa.

XpaHeHue n yTunmsauua
XpaHuTte cogepxunmoe cuctembl «Neogen ELISA Habop (NpoTenH KeApoBOro opexa)» npu Temnepartype 2-8 °C. He
3aMopaxunBanTe NPOAYKT. XpaHUTe pa3BeseHHble paboure pacTBOpbI, Kak onucaHo B Tabauue 1.

He ncnonb3syinte KoMNoHeHTbI cnctembl «Neogen ELISA Habop (MpoTerH KeapoBOro opexa)» nociae NcTeyeHus
CpoKa rogHocTun. [laTa ncteyeHns Cpoka rogHOCT! 1 HOMep NapTUM yKasaHbl Ha 3TUKETKe Ha Hapy>XHOW
NMOBEPXHOCTU KOPOOKMU.

YTUAnsnpyinTe B COOTBETCTBUM C TEKYLLMMU MECTHBIMU, PErMOHaNbHbIMU, HALUWNOHANbHbLIMUW, OTPaC/IeBbIMU
CTaHZapTaMun 1 HOPMaMW.

WHCTPYKLUU MO NPUMEHEHUIO
CTporo cobntogaiite Bce MHCTPYKUMN. B NPOTUBHOM c/lyyae pesynbTaTbl MOTYT 6bITb HETOUHLIMMA.

MoarotoBKa peareHToB
Mepepn ncnonb3oBaHWeM AOBeAUTe BCe peareHThbl 40 KOMHaTHOM Temnepatypsbl (20-25 °C). Ansa pa3BejeHuns 1
XpaHeHns paboymx pacTBOPOB NOJIb3YNTECh YACTON Ta6OPATOPHOM MOCYAOM.

a. Neogen dkcTpaKkLMOHHbIA 6ydep

YT06bI NOArOTOBUTbL 1-KPaTHbIN 3KCTPaKLUMOHHLIN Bydep, fobaBbTe oAHY YacTb Neogen SKCTPaKLMOHHOrO
6ydepa (4-kpaTHOro) 1 passeanTe ero B TpeX YacTAX A4eVOHN3MPOBAHHOM U ANCTUNINPOBAHHON BOAbI.
Mepeg ncnonb3oBaHWEM NpejBapUTeIbHO HarpenTe SKCTPaKLMOHHbBIN 6ydep (1-KpaTHbIN) Ao TeMnepaTypbl
50-60 °C B BoAsiHOW 6aHe 1w B LWelikepe-nHKybaTope. Ans Kaxaon npobel Tpebyetcd 4,5 mn 1-kpaTHOro
3KCTPaKLMOHHOro bydepa.

6. Neogen PacTtBop pasbaBurtens

YT06bI MOArOTOBUTL 1-KPaTHBIN pacTBOp pasbaBuTens, Jo6aBbTe 04HY YacTb Neogen pasbaButens
(5-KpaTHOrO) K YeTbIpeM YaCTAM AENOHN3NPOBAHHOW UV ANCTUANMPOBAHHOW BOAbI. /18 KaXA0MN Npo6bl
Bcero TpebyeTcs 4,5 Ma 1-kpaTHOro pacteopa pasbaBuTensi.

B. Neogen PacTBop A1 NpoMbIiBaHUA

YT06bI MOArOTOBUTL 1-KpaTHbLIN PacTBOP ANA NPOMbIBaHWSA, AobaBbTe oAHY YacTb Neogen PacTBopa Ans
NpoMbIBaHUS (20-kKpaTHOro) K 19 YacTaAM AeVOHU3NPOBAHHOM UAN AUCTUANMPOBAHHOM BOAbI. [N KaXA0Wn
Ayeinkn Neogen ELISA TpebyeTcs npnbansnTtensHo 2,5 Ma 1-KkpaTHOro pacteopa AN NPOMbIBaAHNSA.

MpnmeyaHwue. B ciyyae xpaHeHus npu Temnepatype 2-8 °C B Neogen PacTBope A1 NPOMbIBaHUSA
(20-KpaTHOM) MOTyT 06pa30BbIBaTLCS KpUCTaibl. YTO6bI pacTBOPUTL KPUCTaA bl Nepes NoAroTOBKOWM
pacTBopa 415 NpoMbiBaHWS (1-KpaTHOro), nogorpenite Neogen PacTBop A5 NpomMbiBaHUS (20-KpaTHbIA) A0
30-35 °C B BoAsiHOW 6aHe nnu nHKybaTope.
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Neogen KoHblorat HRP gnsa kegpoBoro opexa

UT06bI NOAroTOBUTL 1-KpaTHbIN KoHblOraT HRP ana kegpoBoro opexa, fobaBbTe ogHY YacTb Neogen
KoHblorata HRP ana kegposoro opexa (10-kpaTHOro) n passegmTe B 9 yactax 1-KpaTHOro pactesopa
pas6aBuTtens. [NNogroToBbTe HEMOCPeACTBEHHO Nepej ncnosb3oBaHneM. Ang Kaxgoln auenkn Neogen ELISA
TpebyeTtca 100 Mk 1-KpaTHOro KoHbtorata HRP ansa kegpoBoro opexa.

MNoprotoBKka o6pasua
MpriMeyaHme. SKCTPaKLMIO BCeX NPob cnefyeT NPOBOAUTL C 1-KPaTHbLIM 3KCTPaKUNOHHbLIM 6ydepom,
npegsaputensHo nogorpetbim A0 50-60 °C.

1.1.

MoaroToBbTe NPO6Y AN SIKCTPAKLMU NPOTENHA B YUMCTOM N1MB60 OAHOPA30BO NPO6YPKe, Kak OMNCaHO B
Tabnuue 2.

Ta6nuua 2. MNogrotoBka obpasua

O6paseL, npobbl Pasmep Pa3BepgeHue (1/10)
npo6bl
Teepable nuiLeBble NPoAYKThI 0,5+0,02r JobasbTe 4,5 + 0,09 M NnpeaBapuUTenbHO

noAorpeToro 1-kpaTHOro aKCTPaKUMOHHOro bydepa

Kngkve nuiiesble NPOAYKThI 0,5+0,01 mn JobasbTe 4,5 + 0,09 M NnpeaBapuUTenbHO

noAorpeToro 1-KkpaTHOro aKCTPakUMOoHHOro bydepa

drnHanbHasa Boga CIP-Moiku 0,5+0,01 mn JobasbTe 4,5 + 0,09 M NnpeaBapuUTebHO

noAorpeToro 1-KkpaTHOro aKCTPakUMOoHHOro bydepa

TBepable nuLLeBble NPOAYKThI

Ny oS, ’
U> . 4.5 mL1X

Xnakve nuieBble NPOAYKThI

|
{1

Extraction buffer

=
—_— +
0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer
[ ]
—_— +
CIP ,
0.5mL 4.5 mL1X

Extraction buffer

1.2

1.3.

1.4.

NHKybunpyinTe pa3BegeHHble Npobbl B BOAAHOW baHe-Lelikepe 1AM B LUelikepe-MHKy6aTope nNpu TemnepaTtype
50-60 °C B TeueHune 25 + 1 MuH. Takoke MOXHO OCTaBUTb NPO6bI B BOASHOM 6aHe nan nHkybatope npu
Temnepartype 50-60 °C 1 Kaxable 5 MUHYT BPYUHYIO BCTPAXMBATL B TeYeHVe T MUHYTHI.

Mocne nHkybauuuy ueHTpudyrnpyinte Nnpobel npr 5000-7000 06/mMuH (3000 X &) B TeueHme 20-30 cekyHA ANis
OCaXAEeHWs TBepAbIX YacTuL, 160 Ha 5 MUHYT OCTaBbTe X B LUTATMBE A8 NPOBMPOK Ans 06pa3oBaHMA 0cajka.

3abepuTe 100 MK 13 cpesHero (BogHOro) cnosi U gobasbTe K 900 MK pacTBopa pasbaBuTtens (1-kpaTHOro).
XopoLulo nepemMellanTe NyTemM B36anTbIBaHUS WU BCTPAXMBAHUSA (3TO COOTBETCTBYET CTEMEHM pa3BeAeHMs
ncxogHom npobel 1/100).
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50-60 °C
00.25:00 -

nin
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3000 r / 80:00:30

Mpoueaypa ELISA
2.1

N3BneknTe no ogHol aveiike Neogen ELISA ana kaXgor npobbl v (Mnun) CTaHAZApTHOro pacTBopa 1 noMecTuTe

VX B JepxaTenb AN sveek. BepHuTe Hemcnonb3oBaHHbIe syelikn Neogen ELISA B ¢onbrmpoBaHHbIN NakeT,
06paTHO repmMeTU3NpyinTe N NOMeCcTUTe 06paTHO Ha XpaHeHWe nNpu Temnepatype 2-8 °C.

2.2.

C nomMoLubHo Neogen CTaH,D,apTHOI'O KOHLUEHTPaTa NpoTenHa Ke4p0OBOro opexa noArotoBbre Ha6op N3 NAaTn

CTaHAAPTHbIX PAacTBOPOB, pa3baB/eHHbIX B pacTBope pasbaButens (1-kpaTHOM).

Homep KoHueHTpauus 06beM cTaHAApTHOro 0O6bem 1-kpaTHOro
CTaHAapTHOro CTaHAapTHOro pacTteopa pacTBopa, Ao6aBnsemoro K pacTBopa pasbasuTtens
pacTBopa (Hr/mn) 1-kpaTHOMYy pasbaBuTento
5 405 10 mkn Neogen CTaHZapTHOro 990 MK~
KOHLleHTpaTa npoTenHa
KeApoBOro opexa

4 135 200 MK cTaHZapPTHOro 400 MKkn
pactBopa 5

3 45 200 MK cTaHZapPTHOro 400 mKkn
pactsBopa 4

2 15 200 MK cTaHZApPTHOro 400 mKkn
pacTtsBopa 3

1 5 200 MKN cTaHZApPTHOro 400 mKkn
pacTtsopa 2

0 0 0 400 mkn

2.3.

CraHgapTHbIn pacteop 1 (5 Hr/mn) ppb
CraHgapTHbIN pactsop 2 (15 Hr/mn) ppb
CraHgapTHbIN pactBop 3 (45 Hr/mn) ppb
CraHaapTHbIn pactBop 4 (135 Hr/mn) ppb
CraHaapTHbIn pactBop 5 (405 Hr/mn) ppb

CraHgapTHbI pactBop 0 (1-KpaTHbLIA pacTBop pasbaBuTens)

BHecuTe nunetkor no 100 MK KaXA0ro CTaHAAPTHOrO pacTBopa B sveliku Neogen ELISA.




2.4,

2.5.

2.6.
2.7.

2.8.

2.9
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BHecnTe nunetkoit 100 MK/ 3KCTPArMpoBaHHOM Npo6bl, NOArOTOBNEHHOW Ha 3Tane 1.4, B sueiiky Neogen
ELISA.

NHkybupyinTe auelikn Neogen ELISA B opbuTanbHOM Lueiikepe co ckopocTbio 400 06/MUH NPY KOMHAaTHOM
Temnepatype (20-25 °C) B TeveHwme 30 £ 2 MUH. Bo n3bexaHve ncnapeHns Ha 3ToM 3Tarne ayerkn AOSXKHbI
0CTaBaTbCA HaKPbITbIMU U B POBHOM MOJIOXEHNN.

Mocne nHkybauum yaanute cogepxrmoe gyeek Neogen ELISA ¢ nomoLLbro acnmpartopa.

MoNHOCTBIO 3anonHUTe Kaxayto ayeinky Neogen ELISA 1-kpaTHbIM pacTBOPOM A1 MPOMbIBaHUS U yAanuTe
acnupaTopoM. Eciv npoMbiBaHMe BbINONHAETCS BPYYHYHO, NepeBepHUTE NAaHLLET, Bbl1eTe (BbITPAXHUTE)
COZlepXXMMOe B KOHTENHepP A1 OTXOA0B U Pe3Ko NoCTyuunTe A4erikaMn 0 BIUTbIBAIOLLY 6ymary, Y4Tobbl
YAA/INTb OCTaTKM pacTBopa A5 MPOMbIBaHWA. TpUXKAblI MOBTOPUTE 3TOT 3Tar, YTo6bI BbIMOJHUTL MPOMbIBaHMe
yeTblpe pasa.

BHecuTe nuneTkoi 100 Mmkn 1-kpaTHOro KoHborata HRP ans keapoBOro opexa B Kaxayto aueiiky Neogen
ELISA. VIHKybupyliTe Ha opbuTanbHOM Lueikepe co ckopocTbio 400 06/MUH Npy KOMHATHOM TemnepaTtype
B TedeHue 10 £ 2 M1H. Ha 3ToM 3Tarne niaHLWeT AOJIXEeH 0CTaBaTbCA HAKPbITbIM, B TEMHOTE 1 B POBHOM
NONOXEHNWN.

MoBTOpUTE 3Tanbl 2.6 1 2.7, 4TO6bI BbIMONHUTL MPOMbIBaHNE PACTBOPOM A1 MPOMbIBaHUS (1-KpaTHbIM)
YeTblpe pasa.

2.10 C nomoubo nuneTky nomectute 100 mkn Neogen PactBopa xpomMoreHHoro cy6ctpaTta (TMB) B Kaxayro

Aueliky Neogen ELISA.

2.11 VIHKybnpyrTe Ha opbuUTanbHOM LUelikepe co ckopocTbio 400 06/MUH Npyv KOMHATHOM TeMnepaType B TeyeHne

10 MUWHYT. Ha 3ToM 3Tane naaHwWweT AO/IKeH OCTaBaTbCA HaKpPbITbIM, B TEMHOTE N B POBHOM MOJ1I0KEHNW.

2.12 Mocne nHkybaumm gobasbte no 100 mkn Neogen OCTaHaBAMBAKOLLErO pacTBOpa B KaxAayto siveliky Neogen

ELISA v onpegennte abcopbuuto (Npu AnvHe BoAHbI 450 HM) B TeueHme 30 MUHYT.

TR | N\

00:30:00 / komHaTHaa TemnepaTtypa




(Pyccknia) ﬁ ﬁ

Chromogenic
Substrate Solution

00:18:00 / komHaTHas TemnepaTypa

AHanuns pesynbTaToB

3.1.

3.2.

3.3.

BbluTnTe cpegHee dpoHOBOE 3HaUeHMe A5 KaxAo Npobbl (CpeAHUIA NoKasaTenb abcopbumm npobbl MUHYC
CpeAHMN NokasaTenb abcopbLMm HyNeBOro CTaHAAPTHOMO PacTBOPa).

C NOMOLLbIO KOMMbBIOTEPHOIO NPOrpPaMMHOro obecneyeHns 419 pacyeTa YeTblipexnapamMmeTpuyecKon
NOTUCTUNYECKOWN perpeccmm NoCTPonTe CTaHAAPTHYHO KPUBYHO: /15 3TOr0 HaHeCUTe 3HaYeHUs KOHLEeHTpaumm
B Hr/MA (ppb) Ha 0Cb X 1 COOTBETCTBYIOLLME KaXKAOMY CTaHAAPTHOMY pacTBOPY 3HauYeHnsa abcopbLmmn Ha
oCb Y. MOXHO Tak>Ke 1CNob30BaTb NOJIMHOM BTOPOro NopsAka (KBagpaTuyHbI) Unu Apyrue Kpusble
NPUGANXKXEHWA, OAHAKO OHW BYAYT MeHee TOUHbIM NPUBAVKEHVEM AaHHbIX.

PaccumTainTe KOHUEHTpaLMKM Npo6 No cTaHAapPTHOM KpMBON. EANHMLA N3MepeHns pe3ynbTaToB — HI/M
(ppb). 3aTeM yMHOXbTe Ha KO3pPULMEHT pa3basBieHNs NPO6bI, YUTO6bI MONYUNTb KOHLIEHTPAaL M0 MCXOAHOM
npo6bl. Hanpumep, ecin obLlas cteneHb pa3sefeHns Npobbl coctasnseT 1/100 1 KOHUEHTpaums Npobbl
Ha CTaHAapTHOW KpuBol coctaBnseT 200 Hr/mA (ppb), OKOHYaTeNbHasa KOHLeHTpaums Npobbl cocTaBnseT
200 Hr/mn x 100 = 20 000 Hr/mn (ppb), uTo paBHO 20 MKr/MA (ppm).

MuHManbHble pabouune xapaKTepucTuKku

a. AHanuTmndeckuii npegen obHapyxeHus (LOD) coctasnseT 1,3 Hr/mn (ppb).
MNpenenomMm obHapy>XeHNs CYNTAeTCa HM3LLAs KOHLeHTpaLmMs annepreHa B ncciegyemoin npobe, KOTOpyo
MOXHO OT/INYNUTb OT UCTUHHOI XONOCTOM NPOBbI C YKa3aHHbIM YPOBHEM BepOSaTHOCTWE. OnpesenseTcs nytem
CNIOXeHUs Tpex cpeAHeKBagpaTNYeckKnX OTKIOHEHN 1 CpeAHero 3HauYeHMs oNTUYeCcKor NJIOTHOCTN copokKa
BOCbMW pennk CTaHAApPTHOMO Hy/1eBOro pacTBopa M NojcyeTa COOTBETCTBYHOLLEN KOHLEeHTPaLMN.
6. lNpepen konnyectBeHHoro onpegeneHus (LOQ) coctasnset 0,5 ppm.
MNpenenomM KoAMYecTBEHHOro onpejeneHns CYNTAeTCa HU3LWWIA YpOBeHb anjlepreHa B ncciesyemoi npobe,
KOTOPbI/i MOXHO B pa3yMHOM Mepe KOIMYeCTBEHHO OLeHUTb C YKa3aHHbIM YPOBHEM TOYHOCTIAS.
ToYyHOCTb
TouHOCTb B npegenax o4HOro CpegH. %CV=<10% N=12
aHanusa
TouHOCTb B npegenax pasHbixX CpegH. %CV=<10% N=12
aHann30s.
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CcbINIKN

1. YnpaBneHve no KOHTPO KayecTBa NULLEBbIX NMPOAYKTOB 1 IeKapCTBeHHbIX cpeacTs CLUA. CBog
desiepanbHbIX MOCTaHOBAEHWI, cTaThst 21, YacTb 58. Haanexalyas nabopaTopHasi npakTuka Ans
AOKVHUYECKMX 1abopaToOpHbIX NCCIeL0BaHWIA.

ISO/IEC 17025. O6Lwme TpeboBaHUS K KOMAETEHTHOCTU UCMbITAaTeNbHbIX 1 KaIMBPOBOYHbIX 1abopaTopuii.

2660T1T M., Xariyopg C., Pocc B, FToadpya C. b., YnbbepT ®., BaH XeHrenb A. ., PobepTtc Jx., Akuama X.,
MonnuHr b., EyH . M., Yanunr M., Teiinop C., NMomc P. 3. n lenao M. (2010 r.). MpunoxeHwne M. Mpoueaypsbl
NOATBEPXAEHUA METO/0B KOIMYECTBEHHOr0 aHann3a nuLesblx annepreHos ELISA: obLive npasuna n
pekomeHayeMble MeToanKN. J. AOAC Int. 93, 442-450.

NosicHeHne cMnmBO/1I0B
info.neogen.com/symbols
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X NEOGEN

Uriin Talimatlari

Cam Fistigi Proteini ELISA Kiti

Cam fistigi proteinlerinin nicel analizi i¢in Enzime Bagl immunosorbent Test (ELISA).

Urtin Tanimi ve Kullanim Amaci
Neogen® Cam Fistigi Proteini ELISA Kiti, yerinde temizleme (CIP) son durulama suyu, gevresel svab érnekleri, gida
bilesenleri ve islenmig gida Uriinlerinde gam fistigi proteinlerinin algilanmasi igin geligtirilmigtir.

Neogen Cam Fistigi Proteini ELISA Kitinde sandvig ELISA kullanilir. Ornekte bulunan gam fistigi proteinleri, polistiren
mikrotitre yuvalarinin ylizeyine tutunan ¢cam fistigi kargiti antikorla reaksiyona girer. Bagsiz proteinler yikanarak giderildikten
sonra yabanturbu peroksidaz (HRP) ile bagl cam fistigi karsiti antikorlar ilave edilir. Bu enzimle isaretlenmis antikorlar,
dnceden bagli olan gcam fistigi proteiniyle bilesikler olusturur. ikinci yilkama adiminin ardindan, kromojenik bir substrat olan
3,3’,5,5-tetrametilbenzidin (TMB) ilave edilerek immunoabsorbente bagdli enzim tespit edilir. Bu enzim reaksiyonundan
ortaya cikan renk, test edilen 6rnekteki gam fistigi proteininin yogunluguna dogrudan bagl olarak degistiginden, 450
nm’deki emilim, test 6rnegindeki cam fistigi proteini yogunlugunun 6l¢iimu igin kullanilir. Test rnedinde mevcut cam fistig
proteininin miktari, bilinen yogunluk standartlarindan hareketle standart egriden tahmin edilebilir ve 6rnegdin seyreltiimesi
g6z 6niinde bulundurularak degerlendirilebilir.

Neogen Cam Fistigi Proteini ELISA Kiti laboratuvar teknikleri konusunda egditim almig uzmanlar tarafindan bir
laboratuvar ortaminda kullanima yéneliktir. Neogen, bu trlini yiyecek veya icecek endstrileri diginda kullanim igin
tescil ettirmemistir. Ornegin Neogen bu iirlinii farmasétik tiriinler, kozmetik malzemeler, klinik veya veterinerlik amacl
numunelerin testlerinde kullanim igin tescil ettirmemistir. Neogen Cam Fistigi Proteini ELISA Kiti, tim potansiyel gida
Urinleri, gida igslemleri ve test protokolleriyle degerlendirilmemistir.

Neogen Cam Fistigi Proteini ELISA Kiti, Tablo 1’de agiklanan 96 yuvaya sahiptir.
Tablo 1. Kit bilegenleri

Malzeme Tanim Hazirlama Saklama Stabilite
(ayrintilar igin
bkz. Reaktifin
Hazirlanmasi
Béliimii)
Neogen® Cam 96 cikarilabilir antikor kaph Kullanima hazir. Nem cekicili Kullanilmamig
Fistigi Proteini ELISA | yuva iceren bir adet folyo mihirli folyo | yuvalar ve nem
Yuvalari poset. posette 2-8°C. | cekiciiceren

folyo poseti tekrar
mahdrleyin. Kitin
son kullanma
tarihine kadar
stabiliteyi korumak
icin 2-8°C sicaklikta

saklayin.

Neogen® Cam Fistigi | 1,5 mL 10X Yabanturbu 1X caligma ¢ozeltisi Karanlikta 10X konjugat, kit
HRP Konjugati (10X) | Peroksidazla (HRP) Bagl hazirlamak igin 2-8°C. tizerindeki son

antikor iceren bir adet sise kullanimdan hemen kullanim tarihine
I (10X). dénce 1/10 oraninda kadar stabildir.

seyreltin.

Neogen® Cam Fistigi | Bilinen yodunlukta gam fistigi | Standart hazirlama 2-8°C. Neogen Cam Fistigi
Proteini Standart proteini iceren bir adet gige. icin ELISA Prosediirii | Dondurmayin. [ Proteini Standart
Konsantresi Bolimiind inceleyin. Konsantresi, kitin

son kullanim tarihine
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oraninda seyreltin.

¢Ozeltisi hem
de 20X Yikama

Neogen® Seyreltici 50 mL 5X Seyreltici igeren bir | 1X ¢aligma ¢ozeltisi 2-8°C 5X Neogen

(5X) adet sise. hazirlamak igin Seyreltici Cozelti,
kullanimdan hemen kit Gzerindeki son

_ once 1/5 oraninda kullanim tarihine
seyreltin. kadar stabildir.

Neogen® Yikama 50 mL 20X yikama ¢ozeltisi 1X galisma ¢ozeltisi Hem 1X 20X Neogen

Cozeltisi (20X) iceren bir adet sise. elde etmek igin 1720 | calisma Yikama Cozeltisi,

kit Uzerindeki son
kullanim tarihine

oraninda seyreltin.
Caligma ¢ozeltisi,
kullanilmadan 6nce
50-60°C sicakhga
kadar isitilmalidir.

¢ozeltisi, hem
de 4X Neogen
Oziitleme
Tamponu
konsantresi igin
2-8°C.

Cozeltisi kadar stabildir. 1X
konsantrasyonu | Yikama Cozeltisi,
icin 2-8°C. hazirlandiktan sonra
_ en az bir hafta
stabildir.
Neogen® Oziitleme 120 mL 4X éziitleme tamponu | 1X galigma ¢ozeltisi Hem 1X 1X Oziitleme
Tamponu E26 (4X) iceren bir adet sise. elde etmek icin 1/4 caligma Tamponu ve 4X

Neogen Oziitleme
Tamponu, kitin son
kullanim tarihine
kadar stabildir.

Neogen® Kromojenik |12 mL Kullanima hazir. Karanlikta Isiktan koruyun.
Substrat Cozeltisi 3,3,5,5-tetrametilbenzidin 2-8°C. Neogen Kromojenik
(TMB) iceren bir adet sige. Substrat Cozeltisi,
kit Gzerindeki son
_ kullanim tarihine
kadar stabildir.
Neogen® Stop 12 mL 0,3 M siilfurik asit Kullanima hazir. 2-8°C Neogen Stop
Cozeltisi iceren bir adet sise. Cozeltisi, kit

Uzerindeki son
kullanim tarihine
kadar stabildir.

Kitte verilmeyen malzemeler:

Test tlpleri

Zamanlayici
Vorteks

Giuvenlik

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 calkalamali inkiibator
Yoriingeli galkalayici

Kullanici, Neogen Cam Fistigi Proteini ELISA Kiti talimatlarinda yer alan tim giivenlik bilgilerini okumali, anlamali ve
uygulamalidir. Guvenlik talimatlarini ileride bagvurmak lizere saklayin.

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

BILDIRIM: Kaginilmamasi halinde maddi zarar ile sonuglanabilen olasi tehlikeli bir durumu gésterir.
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Kimyasal maddelere maruz kalinmasiyla iligkili riskleri azaltmak igin:

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

e  Kullanicinin giincel ve dogru test teknikleri, 6rnegin lyi Laboratuvar Uygulamalari’ veya ISO/IEC 170252 konusunda
personeline egitim vermesi gerekir.

° Reaktiflerle galigirken, uygun koruyucu kiyafet ve gézlik kullanimi dahil olmak lizere daima standart laboratuvar
glivenlik uygulamalarini izleyin.

° Neogen Stop Cozeltisinin deriye temas etmesinden kaginin. ilave giivenlik bilgileri icin Giivenlik Veri Sayfasini
inceleyin.

Kontamine iiriiniin agiga ¢cikmasina yol agan yanhs negatif sonuglar ile iligkili riskleri azaltmak igin:

° Neogen Cam Fistigi Proteini ELISA Kitini ambalaj tizerinde ve Uriin talimatlarinda belirtildigi sekilde saklayin.

e  Neogen Cam Fistigi Proteini ELISA Kitini dahili olarak veya bir G¢linci tarafca valide edilmis gida ve gevre 6rnekleri
ile kullanin.
Tam olarak Uriin talimatlarinda belirtildigi sekilde protokolii uygulayin ve testleri gergeklestirin.
Neogen, Neogen Cam Fistigi Proteini ELISA Kitini yiyecek veya icecek endstrileri disinda kullanim igin
belgelememistir. Ornegin Neogen bu iiriinii farmasétik triinler, kozmetik malzemeler, klinik veya veterinerlik amagli
numunelerin testlerinde kullanim igin tescil ettirmemistir.

Kontamine iiriiniin agiga ¢ikmasina yol agan hatali sonuglar ile iligkili riskleri azaltmak igin:

° Neogen Cam Fistigi Proteini ELISA Kitini mutlaka son kullanim tarihinden 6nce kullanin.

° Neogen Cam Fistigi Proteini ELISA Kitiyle konsantre reaktiflerini kullanarak ¢calisma ¢oézeltilerini her zaman 20-25°C
sicakliklarda hazirlayin.
Neogen Cam Fistigi Proteini Standart Konsantresini dondurmayin.
Rengi maviye donmis Kromojenik Substrat Cozeltisini kullanmayin. Neogen Kromojenik Substrat Cozeltisinin
capraz kontaminasyonundan kaginmak igin lyi Laboratuvar Uygulamalarina' uyun.
Neogen® Allerjen Proteini Test Kitleri hidrolize proteinlerin tespiti igin uygun degildir.
Neogen Alerjen Protein Test Kitleri, iglenmis gidalardaki proteinleri Neogen Ekstraksiyon Tampon Solusyonu’nda
solubilize edildikten sonra tespit etmek lizere tasarlanmistir. Bazi gida igleme ydntemleri bu hedef proteinlerin
tespitini sinirlayabilir.

° Bazi gida isleme yontemleri gida proteinlerinin Neogen Alerjen Protein Test Kitleri ile tespitini etkileyebilir.
Kullanicilar, ydntemin kullanici gereksinimlerini kargilamak i¢cin amaca uygun oldugunu dogrulamalidir.

BiLDIiRIiM

Hatali sonuglara iligkin riskleri azaltmak igin:

e  Ozitleme sonrasinda drneklerin stabilitesi degerlendirilmemistir. ELISA prosediirii, 6rnek &ziitlendikten hemen
sonra yapilmalidir.

e  Orneklerin capraz kontaminasyonunu énlemek icin Neogen Cam Fistigi Proteini Standartlarini lyi Laboratuvar
Uygulamalarina® uygun olarak uygulayin.

Detayli bilgi igin Givenlik Veri Formuna bagvurun.

Uriin performansiyla ilgili dokiimantasyon icin www.neogen.com adresindeki web sitemizi ziyaret edin veya yerel
Neogen temsilciniz ya da dagiticinizla iletigim kurun.

Kullanicinin Sorumlulugu
Kullanicilar Grlin talimatlari ve bilgileri hakkinda bilgi edinmekle 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 sonuglari etkileyebilir.

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

Tum test yontemlerinin ve sonuglarinin misteri ve tedarikgi gereksinimlerini kargilamasini saglamak yine kullanicinin
sorumlulugundadir.

Tidm test yontemlerinde oldugu gibi, herhangi bir Neogen Gida Giivenligi trlintiniin kullanilmasindan elde edilen sonuglar
test edilen matrislerin veya sireglerin kalitesi konusunda bir garanti olugsturmaz.
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Garanti Sinirlamasi/Yasal Yollara iliskin Sinirlama

NEOGEN, HER BiR URUN AMBALAJININ UZERINDEKI SINIRLI GARANTI KISMINDA ACIKGA BELIRTILENLER
HARICINDE, PAZARLANABILIRLIK VEYA BELIRLI BiR KULLANIMA UYGUNLUK GARANTILERI DAHIL ANCAK
BUNLARLA SINIRLI OLMAMAK UZERE TUM ACIK VEYA ZIMNi GARANTILERI KABUL ETMEMEKTEDIR. Herhangi
bir Neogen Gida Giivenlik Uriinii'niin kusurlu olmasi durumunda, Neogen veya yetkili dagiticisi, tercihine gére driini
degistirecek veya Urlin satig tutarini iade edecektir. Tarafiniza miinhasir ¢gézlimler bunlardir. Diger her tiirli sorunuz igin
litfen Neogen temsilciniz veya yetkili Neogen distribiitériiniiz ile iletisim kurun.

Neogen Sorumlulugunun Sinirlandiriimasi

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

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

Neogen Cam Fistigi Proteini ELISA Kiti bilesenleri, son kullanim tarihinden sonra saklanmamalidir. Son kullanma tarihi ve
lot numarasi kutunun dig ytiziindeki etikette belirtilmistir.

Gecerli yerel/bolgesel/ulusal standartlara ve yonetmeliklere/sektor standartlarina ve yonetmeliklere gére imha edin.

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

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

a. Neogen Oziitleme Tamponu

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

b. Neogen Seyreltici Cozelti

1X Seyreltici ¢dzeltiyi hazirlamak icin bir birim Neogen Seyrelticiyi (56X) dért birim deiyonize veya damitilmig suya
ilave edin. Her 6rnek, toplam 4,5 mL 1X Seyreltici ¢ozelti igerir.

c. Neogen Yikama Gozeltisi

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

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

d. Neogen Cam Fistigi HRP Konjugati

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

Ornek Hazirlama
Not: Tim 6rnekler, 50-60°C sicakliga 6nceden isitilarak 1X Oziitleme Tamponuyla 6zitlenmelidir.

1.1 Tablo 2’de aciklandigi gibi temiz bir test tlipl veya tek kullanimlik bir tiipte protein 6ziitleme igcin 6érnek hazirlayin.



Tablo 2. Ornek hazirlama
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Ornek matrisi Ornek boyutu | Seyreltme (1/10)

Kati gidalar 0,5+0,02g 4,5 + 0,09 mL 6nceden isitilmis 1X Oziitleme Tamponu
ilave edin

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

ilave edin

Yerinde Temizleme (CIP) Son Durulama
Suyu

0,5+0,01 mL

4,5 + 0,09 mL énceden isitilmig 1X Oziitleme Tamponu
ilave edin

Kati

4.5 mL1X
Extraction buffer

Sivi
[ ]
e +
0.5 mL 4.5 mL1X
Extraction buffer
o =
(1}
e — +
‘CIP | L 8
0.5 mL 4.5 mL 1X

Extraction buffer

1.2 Seyreltilmis 6rnekleri galkalamali su banyosu veya galkalamali inkiibatorde 25 + 1 dakika boyunca 50-60°C sicaklikta
inkiibe edin. Diger bir secenek, 6rnekleri su banyosu veya inkiibatérde 50-60°C’de birakmak ve her 5 dakikada 1 dakika

manuel olarak galkalamaktir.

1.3 inkiibasyonun ardindan, parcaciklarin pelletlenmesini saglamak icin 6rnekleri 20 ila 30 saniye boyunca 5000-7000
rpm (3000 x g) devirde santrifiijleyin veya test tiipli rafinda 5 dakika boyunca ¢dkelmeye birakin.

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

50-60°C
00:25:80
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3000 g / 00:0030

ELISA Prosediirii

2.1 Ornek ve/veya standart basina bir Neogen ELISA Yuvasini gikarin ve yuvalari yuva tutucuya yerlestirin.
Kullanilmamig Neogen ELISA Yuvalarini tekrar folyo posete yerlestirin, yeniden mihdrleyin ve tekrar 2-8°C

sicaklikta saklayin.

2.2 Neogen Cam Fistigi Proteini Standart Konsantresini kullanarak Seyreltici Cozeltide (1X) seyreltilmis beg standart

hazirlayin.
Standart Numarasi Standart Konsantrasyonu 1X Seyrelticiye ilave edilmis 1X Seyreltici ¢ozelti hacmi
(ng/mL) standart hacmi
5 405 10 pL Neogen Cam Fistigi 990 pL
Proteini Standart Konsantresi
4 135 200 pL standart no. 5 400 uL
3 45 200 pL standart no. 4 400 pL
2 15 200 pL standart no. 3 400 uL
1 5 200 pL standart no. 2 400 pL
0 0 0 400 pL

2.3 Her bir standarttan 100 uLyi pipetle Neogen ELISA Yuvalarina aktarin.
Standart O (1X Seyreltici Cozelti)

Standart 1 (5 ng/mL) ppb
Standart 2 (15 ng/mL) ppb
Standart 3 (45 ng/mL) ppb
Standart 4 (135 ng/mL) ppb
Standart 5 (405 ng/mL) ppb

2.4 1.4te hazirlanan 100 pL 6ziitlenmis 6rnegi pipetle Neogen ELISA Yuvasina aktarin.

2.5 Neogen ELISA Yuvalarini 400 rpm devire ayarlanmig yoriingeli calkalayicida ortam sicakliyinda (20-25°C) 30 = 2
dakika inklibe edin. Buharlagmayi 6nlemek igin bu adimda yuvalari kapali ve diiz tutun.

2.6 Inkiibasyonun ardindan, Neogen ELISA Yuvalarinin igerigini cekin.

2.7 Her bir Neogen ELISA Yuvasini 1X Yikama Cozeltisiyle tamamen doldurun ve gekin. Yikama igleminin manuel
olarak yapilmasi durumunda, plakayi ters gevirin ve igcindekileri ¢ép kutusuna bosaltin yikama ¢o6zeltisi kalintilarini
gidermek icin yuvalari emici bir kagida sertge vurun. Toplam dort yikama igin bu adimi t¢ kez tekrarlayin.

2.8 Her bir Neogen ELISA Yuvasina pipetle 100 pL 1X Gam Fistigi HRP Konjugati bosaltin. 400 rpm devire ayarlanmig
yoriingeli calkalayicida ortam sicakliginda 10 * 2 dakika inkiibe edin. Bu adimda plakayi karanlik ve diiz tutun.

2.9 Yikama Cdzeltisiyle (1X) toplam dért yikamayi tamamlamak icin 2.6 ve 2.7 adimlarini tekrarlayin.
2.10 100 pL Neogen Kromojenik Substrat Cézeltisini (TMB) Neogen ELISA Yuvalarinin her birine pipetle doldurun.

2.11 400 rpm devire ayarlanmig yoriingeli calkalayicida ortam sicakliginda 10 dakika inkiibe edin. Bu adimda plakayi

karanlik ve diiz tutun.

2.12 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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oo\
"/ﬂ« M
X
_—
<
Chromogenic
Substrate Solution -

00:10:00/0rtam sicakhg@

Sonug Analizi
3.1 Her bir 6rnegin ortalama arka plan degerini ¢ikarin (Ornegin ortalama emilim degeri eksi standart O ortalama emilim
degeri.)

3.2 Dért parametreli lojistik egri uydurma olusturabilen bir bilgisayar yazilmi ile ng/mL (ppb) cinsinden konsantrasyonu
x eksenine, karsilik gelen her bir standardin emilim degerini y eksenine gizerek bir standart egri olusturun. ikinci
derece cok terimli (ikilenik) veya bagka egri uydurma tirleri de kullanilabilir, ancak bunlar daha az hassas bir veri
uyumu saglayacaktir.
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3.3 Standart egrinin digindaki érnek konsantrasyonlarini hesaplayin. Sonug birimi ng/mL (ppb) olacaktir. Ardindan,

érnegin ilk halinin konsantrasyonunu elde etmek icin seyreltme katsayisiyla carpin. Ornegin, toplam seyreltme
orani 1/100 ve standart edrinin drnek konsantrasyonu 200 ng/mL (ppb) ise érnegdin son konsantrasyonu
200 ng/mL x 100 = 20.000 ng/mL (ppb), yani 20 pg/mL (ppm) olacaktir.

Minimum Performans Ozellikleri

a.  Analitik Algilama Limiti (LOD) 1,3 ng/mLdir (ppb)
Algilama limiti, belirtilen olasilik seviyesinde gergek bos érnekten ayirt edilebilen test 6rneginde alerjenin en disiik
konsantrasyonu olarak tanimlanir®. Bu deger, kirk sekiz standart O tekrarinin ortalama optik yogunluk degerine t¢
standart sapmanin eklenmesi ve buna karsilik gelen konsantrasyonun hesaplanmasiyla belirlenir.
b. Olgiim Limiti (LOQ) 0,5 ppm’dir
Olgiim limiti, belirtilen hassaslik seviyesinde makul diizeyde &lciilebilen bir test 6rnegindeki en diisiik alerjen
seviyesi olarak tanimlanir®.
Hassaslhk
Deney ici Hassaslk Ortalama %CV =< %10 N=12
Deneyler Arasi Hassaslik Ortalama %CV = < %10 N=12

Referanslar

1.

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

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

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

Sembollerin Acgiklamasi
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EBEE (CIP) RIRFHK 0.5+0.01 mL HE5HLOME LT 1EHmHEEE&A.520.09 mLEARML
E3CR
&K
4 A
==

e
U> =2 4.5 mL1X
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RAK

. S
0.5mL 4.5 mL1X

Extraction buffer

CIpP

0.5 mL 4.5 mL 1X
Extraction buffer

1.2 HBRUIEEZ AREKIE X7 I3RESEZEEE T50~60°C. 25 10 RIEE L £ 9, AliEE LT R1EZ50~60°COXKEF
I EBERICANSACEICINEFTIRELE T,
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(COBIEIZERIAEDL/I00FFRICHELED) .

50~60°C
00.25:00 =

l.@]

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 ADRTOTA VFHERMERZEAL T HFRAR (1F) THERLFEAR 4y MIRLET,

FEES RERE EFRRISFTMLUL 1EHENBROEE

(ng/mL) BEFBRORE

5 405 Neogen IRDETOT1 > 990 uL
IREE AR 10 pL

4 135 B IATRS 200 pL 400 pL

3 45 1RAER KA 200 pL 400 pL

2 15 1EHESAR3 200 pL 400 L

1 5 1RAER K2 200 pL 400 pL

0 0 0 400 pL

2.3 BIZEARIOO uLZERY ~TNeogen ELISAVTILICTH FLET,

2.4
2.5

IEHERRO (LEHRAR)
1E#A#K1 (5 ng/mL) ppb
FB#ER2 (15 ng/mL) ppb
TZZETAMRS (45 ng/mL) ppb
1BHER 4 (135 ng/mL) ppb
KBHERRS (405 ng/mL) ppb

1ATHRAE L7 EEAEL00 uLz EXy ~TNeogen ELISAVTILICE T LE T,

Neogen ELISAY /L %400 rpmIZERE LTc A —EZIL S T—H—TRAERE (20~25°C) ICTI0 20 BEELET, 2D
ATV TRIF D TILUCHAHN=ZDNFTTKFICRE AR ZHWVWTIE T,



Esm i =
2.6 &% Neogen ELISAVTILORBYEHKS|IL£ T,

2.7 &Neogen ELISAVT/LZ &R CREICHIILKSILEY. FEXTHRETIHRI.TL—rZHETICLTARY
ZREDBITEZTANSIMRDZFL L RIHE LICTU DL 2SI T Zo7fERZZEELE T, 1IEDFFICDOIZD
FlEZ3E#EDE L. &5TH4ERELE T,

2.8 1fBHADRIRHRPO> a4 — k100 Lz EXRY ~TENeogen ELISAUTILISE T LE T, 400 rpmICERELI=A—EZILS
I—H—TC VDI ZRABRETIO2EBELE T, CORTYTIHRIETL—MIAN—ENMNF BRI TKFEICREREEF T,

29 RTYT72.62T%#EDRLEAER (1E) TEEHARIERLET,
2.10 Neogen REEE AR (TMB) 100 uLx Ry~ T&Neogen ELISAVTILICTETFLE D,

2.11 400 rpmICERELTcA —EZIIL Sz —h—T Uzl ZzBEEETIODEEELE I COXTYTHRIETL—HMIHN—
ZMNF BRI CKEICHERBET,

2.12 &% . &Neogen ELISAUT)LICNeogen RIGELEAR100 uL% 700 L. 3093 AAICIRYEE (450 nm) ZRIEL 95

& N "
X
=

<

001000 BEFERE




R 100uL
e 5 ™\

Chromogenic
Substrate Solution

o2z

[
5°8
=8
S 32

003000 BAERE

BRO9H

3.1 BRIEDFENYIIZ U RERZE LS| F £ T (RIEDFERNE — 1ZEEARODFHEWIE) o

32 ASA—E—OV Ty IHSES ZHETEZ A 1 —2—Y T I T 7 2B WT 8L ISEE %Zng/mL (ppb)
TyE BRI 2ZIZERBROEAEZ IOV T EICKDIEEIG (IRER) 2T £9, ZRZER (TRAE
) PHDOEES HERATIEFI N T—2EESOREIFENIZCEETIEHDFE A

33 REENOSRFEEZHHLETEROENMIEng/mL (ppb) T, RICREDHFREBZREL TRIRADREZSE
To e RIS MRIEDIEFIREN'1/100TH D RERDIRIAEEH200 ng/mL (ppb) THZI5E I RERAIEEIZ200
ng/mL x 100 = 20,000 ng/mL (ppb) . § %4520 ug/ mL (ppm) &% D 7,

RIEMEEEF1E

a. DOEHRR (LOD) 1£1.3 ng/mL (ppb) TY
BRHERFIFIFEDHERKETED IV I/RE LR TERRMAEPIFEET DI T LILT Y ORERETY, 124AK0
ZABEIRIE LToIBE DTN FREEIC3EIZ 4R ZE (three standard deviations) ZIN X BT 2 REZHE T3
ETRELET,

b. E=EHR (LOQ)I%0.5ppmTT

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

A FEH ELISA RIS
BT TFEENIRE R (ELISA),

= an it BA K PR &

Neogen® #AF&EH ELISA {MXFIZ A FHNHHEEK (CIP) RRFFSK IFHE FHFm. Bm 2N IR &~ mPH
MFEH.

Neogen #AF&EH ELISA #AFIZRAFL ELISA, FmAFEENNFER SRR ZHBHERELRECERUEBITIILF
MAERERN, BSHAEFRIFEEEARE, RNSFRTELYEE (HRP) HIERTA FHE, XEBIMUAS Z RIS GH
MFEBTEWEEY. ITERARSRE, BIRINI—FEGRY) 3,3’ ,5,5 -REEERE (TMB) KI5 i i
ZEREE, XTEER VA EESHRNE RPN FEQRRERELL T ;FIL, 450 nm BFRIIR YR BT F k& 210N @ PR
FERRRE, hEIRERZHENIE RPN FEQNE, N ERLZRE ENRERNITENEF B RAIRIEF s
TR

Neogen #AF&EH ELISA NAFI2EHR I REERAFINNE WA RTERLEIFE FER. W FERREIELINITT
Ak b= dm, Neogen i 5RA B AIIE. B4, XJF 1k ma A FH2MBIZS ., Ll m. In RS X &1+ a, Neogen RRBHFA]
i, HARFTIFIE A RER B aai o B oIl DA TS 52174 Neogen #AFE B ELISA 0 IRFI =

Neogen #AFEH ELISA fNAFIZEE 96 MLNFL, 40k 1 Frik,

= 1 NLFIRE M

=] 7R BETIE =iE REY
GE& R &S 5B
2T IREMAES)
Neogen® A F&EH —MEHEE, REE 96 NEiE | ATLUER. £ 2-8°CTF | EMEHAESERAKR
ELISA 7L, BRIACRBFLAYIR o RESETE |AMTEFNMNEESR.
FINZHEE | ERlRFIEEABEE
EST ZH, FHETE 2-8°CF
DU E %
Neogen® #AF HRP # | —#f 1.5 mL BV 10X IR R | EMEERFIHRE £ 2-8°C T8 | 10X HAEFIFER N
o5 (10X) LS (HRP) HAEHIK (10X)o | 1/10, LUK IX TIE | Fe1EfE, FIZEIHBHAZ FITR
- AR B
Neogen® AFERIr | —HMEMRENNFER. BSH ELISATERFER | 2-8°Co 318707k | Neogen A FEBITE
ERGER 5T RRITESIE, o REERIER AT S E
_ HABHAZ AIRRRE.
Neogen® #&RR&R (5X) | —HR 50 mL B9 5X #HRR, M EFRARERE 1/5, [2-8°C 5X Neogen AR
PUHIEE IX TIEAR. FERMEFI SR H A
Neogen® JHSiA & —ifh 50 mL B9 20X HEAR. | #HEE 1/20 LAFIEE 1X | IX TEARKAH | 20X Neogen A&
(20X) TEAR 20X HFAR | ERRFIEEIEARER
REBERIITERE | ZRIRIRE. 1X A%
£2-8°CTFo | BARELVEFIEFN—




@ Gz i =

Neogen® {EBREE R | —HR 120 mL BV AX$RERE A | R 14 LUHIE IX T |IXITIEAR | IXIZEE R 4X
E26 (4X) Ko 8K TE(EFRHI, #14X Neogen | Neogen $EEREE AR TE
MELTERRMAR  |R#REESRR [N FEHNEIEEEE
50-60°Co ERIIEMEE | ZFIRIBRE,
2-8°C T
Neogen® E&EY) —#8 12 mL By 3,3 ,55 -ME | ATLUER, 7£2-8°C T |, Neogen EBIK
AR EEXERZ (TMB)o HFE, YraRERIRFI =R
_ FAHEAZ HIRIRRE
Neogen® S LA —¥#R 12 mL 89 0.3 M BRER B LA, 2-8°C Neogen ZLL7ARIEIR
M EEIEA B A1

M PR R HR AR

e ZAENI10F 100 UL WBEEBHENBEEH
o WE
o WERERERRE/ RS
o EMMKFEEFK
o WERBEMXF BohHIEN
o HIFAFMEPRIVLICZE
o EHIES
o TRk
o IRHKAWIKHIBFIEE
o TEHIR7ZEE
=z

FAF Rz, IBFH 8T Neogen M FEH ELISA MR A R HBAFRIFME L 2E8. ZEREL2WHASE, UEHREE
5o
A BE: RRBRIER, MRFERER, JREEME TR EMA S HEM/IMUF=RK,
AR RREBENRRER, MRTERER, JRESBEMH%,

AT RLEXF RBBERKA R, FEE U TED:

o IRIBEIITIM/ MK /ER/ATIWANENZNFE.

o AP XIHEANE RN AN E A ST T 5190, R LI EXE! 8¢ 1ISO/IEC 17025%
o IBZETIAEIRERSNE, BIEEA RIS 8IS H AP ARFEREEFHIFEE.

o ERAKIEM Neogen FILAR, BEAREMIERTRAMZ2ER,

AT BRSPS RBXEKN R, e FR 2R~ n, HEEUTENR:

o IFERREEN™RIEEFRIIEREM Neogen IAFEH ELISA A=,

e & Neogen #AFEH ELISA NMIXFIZ A FLEAEEE = H RIEI N B RMIFRF M@

o ETARERAERRTMERPRMENGERITIN,

o  WFEEMBIEIIMNIITILHMER Neogen 2 FEH ELISA KA 5E, Neogen iR B H KL BIIIE, 30, X4 F LIk~
BT HNEIZ. ke, IRPREER & 7 dn, Neogen 5 KB ZH A,

AT RBSERFEREXBERXE, BBt = 58" m, I ERUTED:

o ARIEHARHAZ BI{EMA Neogen #AFZE A ELISA AT =,

o MRERTE 20-25°C BIRE T Neogen #AF&E B ELISA #MI I & R4 X FIHIT TIEA R,

e IE7AE Neogen M FERBIMERE R

o MREBRVARTIE, FNER, BEMRLIEMT LUER Neogen EBRMIARIEN TS,

e Neogen® SHRERMIAFIEFEH FKEEBRIEN,

e NeogenIBEERIRXFIEZBFMNERIENeogeniEBE ARPAENBEMED, FERRMI A ATERRE BEGFES
B9,

o fFANeogenZIHEEH AT ENERRPELIEISFTELERENITANFM, AP NEIEZA £ B HEAFHN

FXo
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EE

AT HESERT ERAXEKR KL, 5 ER U TR

o HARMMERIEIEMBEN. NEFmIEIZ FILAIHIT ELISA 2.

o EEBMURIVEME LAIE Neogen A FERINEY UM LRI ER,

BEAREHERUTREMESR.

B MR R ARG S, B AL www.neogen.com, HE] 51 H#IH) Neogen RREHE KR LUIRISE
8o

RPR&E{E
AP =R AF RAVIREAFNE B EIHIEEI ML www.neogen.com SEXR & YA Neogen AR EZ 1/, LU T iR
EEER.

IEYNFRE BB NT5 E5—8, 1SNE BRI RERMME R EF0N TS AR, SHINREIRMIMNIE R GQNEF 7555 87
. FmblE OEMNSSRERA) A EETNER. BmiFmA S ISR mER.

P ERFR N A BT, N B1TH 52X B % Z iV i 1T, UBRPMEFEAN S AR & B P 05 .

RPN BThEREEAENS ZNERFTEERT A IEMENER,

BIFR BN E—F, (A Neogen BEmE 2T mBEHMNEAR, HAMRIEZERHEFNRE,
(RIEIRS) A R e

FRIER = mE B RFRIEE D AR, NEOGEN MFr B ARSI RIEMH 1A, B ERRTEEEREEE

MAFE BRI RIE. YNSRIEPA{EST Neogen BmR £/ miF{EERE, Neogen S EIRINEHE Al IHITREHNERHREE
BRETRATIRER. XEARZ T I EMIRITBIBRT 2. B EREER), BB R Neogen &R Neogen RANEZ THE

Neogen S{EFRHI

NEOGEN AEIHMERHRK IR E 1 37, TILERNINE B EHIZ. [BIE 5% BANMBEFEN, BFERRTFFIIREK. 1RIE
AL Neogen XIFTIBFEIAFA R = SRV BT A Al sEEEE ™= BV £ M 18

ZiENEE

7£ 2-8°C T7#fiEFFE Neogen MAFER ELISA KR FI R, 877K %K. RIEXR 1 FRAFERRHN LIEER.
ANTESHA B ERZ [RfE A Neogen #AFE R ELISA 1R R4 . i35 B HARI# S BR7E R IMURIIRE Lo
RIBIT 233X/ B R AT WARETEMF B,

fE 5t AA
FAREREFIE S TN, TaES BT AR R,
S

EERRL KA IXFIE T ER (20-25°C) Fo RS SMNLREREFRMEBIIES R,
a. Neogen IREVEHiK
EEHF IXRIVE DR, HIN—1% Neogen IREVE MR (4X) HEZ D EB FRREIBKTHERR, EFERH, EICATIR

SHIEFISEPIBIRINE PR (1X) Fi#E] 50-60°Co B MEREE 4.5 mL B9 IX IREVE R,

b. Neogen HEAR
EEHIE IXTHERAR, E—19 Neogen #HRRR (5X) HRMNBIMWMB EB FKHEIE KB, EMERSEFE 45 mL Y 1X
LE N

c. Neogen Wif%:&K
HEGE IX AR, F—17 Neogen AR (20X) ARMNEN 19 (3 EBFKEZEBK. B Neogen ELISA 1 UFLTE
ERE92.5 mL Y IX AR,
7 HIFEMETE 2-8°C TBY, Neogen HE7ATR (20X) FRIRER TR 1A, & AR, EHIE AR (1X) Z8i, 7EK
BHIEFFEPR Neogen HIFEAR (20X) Ff#El 30-35°C,

d. Neogen #F HRP 35

EHEHIE 1IXAF HRP HIEF, HI1—13 Neogen #AF HRP 4B (10X) H7E 9 17 IX HREBRPIHR, T B AR
&, &7 Neogen ELISA 1 IFLFHFE 100 pL BY 1X #2F HRP HAE5,



@0 (EEH) i lj

HamblE

1.1 RIER 2 MR E 2N ER— R EPRIERTERRRAFm.
®2 HFmHE

HaER HmAN© & (1/10)

B 0.5+0.02¢g 0 4.5 £ 0.09 mL B9FHR 1X IRERE iR
IR 0.5+ 0.01mL |#04.5 £ 0.09 mL AT 1X FRENSE AR
FHIEE (CIP) RKEHK 0.5+ 0.01mL [#04.5 £ 0.09 mL B9F 1X FRENEE Ak

=7

-

4.5 mL1X
Extraction buffer

5 e
N
4.5 mL1X
Extraction buffer

f =
E- 1 - @
- /

0.5 ml 4.5 mL 1X
Extraction buffer

1.2 72 50-60°C PRHEENFmE TR Z/KASIRHIEFEPIEF 25 £ 1 9, Z—MNEER, £ 50-60°C TRFmET
HKAWIEFFEP, HER 5 IHFhiER 1 2.

1.3 1#5r/3, 7 5000-7000 rpm (3000 x g) TABCWHIAL R 20 E 30 70, IZAHHLIK, Bl mfE it SRR 5 735,

1.4 MARE) (k) RULEE 100 uL FHREEZFIE] 900 uL WHRAR (1X) F. AilERiKHSRIRHIER LIRS XNE TR
yatEamAY 1/100 #ERER.) o

50-60°C
00:25:80 i

-
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=
g

3000g / 00:00:30

100ul

Q

0

900yl ==

-—
1X Diluent

ELISA 12

2.1 AT MFmM /AT AR — Neogen ELISA 1 FL, FRFHNFLE TN FLSZ IR, FAREARI Neogen ELISA H

L EIsE AR, EMEEHME] 2-8°C TFi#.
2.2 {#£F Neogen M FERIMERERFIEFERTHREAR (1X) PH—ARDTE.
EMRS RERGE & ARINE 1X HERPAIREFTR 1X FRREERAATR
(ng/mL)
5 405 10 uL B9 Neogen M FERBITE 990 pL
RIETR

4 135 200 uL B9REYIRS 5 400 pL
3 45 200 pL BIATEYES 4 400 pL
2 15 200 pL B9IREMHRS 3 400 pL
1 5 200 pL BOIREMHRS 2 400 pL
0 0 0 400 pL

I

2.3

24
2.5

LEEHRFIKFLUBEZE %,

2.6
2.7

1Z7+ /5, #% Neogen ELISA 1 UFLBINE Y.
fER IX AR BR Neogen ELISA HillFLse 2 7E M. SNRFoh#t T A%, BIENIR A FHSAEMIRE/H2IEME

FEER 100 uL NEMinEYFEZE Neogen ELISA & FLH,

YR 0 (X FREAR)
FRAEY) 1 (5 ng/mL) ppb
FRAEY) 2 (15 ng/mL) ppb
¥REY) 3 (45 ng/mL) ppb
¥REY) 4 (135 ng/mL) ppb
FREY) 5 (405 ng/mL) ppb

FAEENE 100 pL 7£ 1.4 PHIERF RIZEH15E) Neogen ELISA 2L H,
TEIFERIRE T (20-25°C), #§ Neogen ELISA 2 UFLE F1% 79 400 rpm BYEHIRSZ28H 30 £ 2 0¥, TR BRI

2307, TR ERIZUR AR FL, AR B R ASA R ERIPE =R, —HditiX.

2.8

HiRHeE PR 10 £ 2 280, TP BRGNS A S E B HERFKT,
29 ESFRE 2.6 2.7 LMEFERAEAR (1X) FERSHIIR A,
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 B G, A& Neogen ELISA #MFLAARI0 100 uL B9 Neogen {2 IEBRFHTE 30 2 F ARG AE (F£ 450 nm BY) o

FREERF 100 pL #Y 1X #2F HRP HEE5T4 5281 Neogen ELISA 1 MFLA, TR REE T, EF1%79 400 rpm HE
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0030:00/IMRRE

100pk
TN

HE

Chromogenic ’N ) c :
Substrate Solution Neogen (A
AL
Solytion 8N
A
o Rl \

001000/ RRE

LRI

3.1 BEESMERNTYE SE ERNFYRERISESURENRE 0 BT IRERSEE,)

3.2 (FREEBEMNSEHEEMEINSHITENIRG, @iZ7E x 3 ELFRE (B4 ng/mL (ppb)) HE vy i E4L$EMER
AR TR CERIE SR BT ER %, EAERA M ZIN (TR AR EEINS B, XENEHNEIEINESRE
390 (R

3.3 MIRERMZEITEERRE, EREAIZ ng/mL (ppb). RS, ’LUIFMIFERRE, FRIRBIFERIVKRE, §I90, AREFERBES
T 1/100, #F BinAr it B SRKRE R 200 ng/mL (ppb), MR MAARER 200 ng/mL x 100 = 20,000 ng/mL
(ppb), BI 20 pg/mL (ppm).



@D @ 1 =
Eﬂ&ﬁ EYFHIE
SIIMRE (LOD) 2 1.3 ng/mL (ppb)

L,J“JﬁE%J:EijL,J”U#nu':IJJ:I.E&}_E’JE—{EE,ZQF;,,\ﬁltﬁﬂlz/hﬁf;,zl' ETEEE MK T X BN mil H1IE = A
mm’e FRE R = MIERE ST +/ VR A& 0 EE BT/ E B EMRINH 1+ B AR R R E S E LA PR,

b. —ﬁE%J (LOQ) 2 0.5 ppm
= [RHIE X AN SIS SR REKTE, RERIXNKE, AEEIEEREKFESEBEEIHIRE,

*ﬁr&

HPIHERE P34 %CV = <10% N=12
Rial5E F15 %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 : tXIESMREMIE. J. AOAC Int. 93, 442-450,

TSR
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X NEOGEN L
ALUZUINS TTITUHANAUN

ganadau ELISA ns13unTdsfuanuandu

n1siaddunaimuunausavdastuuaramaiindlagi (ELISA) d1usunisitmsisvdauiallsfuuanuandu

sngazidgananAanuazinalssdennislaeiu
Neogen® sfanaday ELISA a523unTdsfiuanuaaduaaniuuuiiiansi3duTusfivaaswdaduluiianganiguasnisvinoninu
drarauuy lunanduaiu (CIP) daaviitiuuiainduinaay @uxauluains uaznaniumainisulsgl

aaa

Neogen ganagay ELISA asrannTusuanudnaule ELISA uuuuzudes TUsfuaavndaauiiaylusiaarvasindjizansy
uauﬁnaﬁfjﬁmeﬁw%‘uLuﬁmﬁw‘ﬁmmﬁuﬁﬁﬁuﬁwawauwaﬁa‘lm%u”luiﬂs”lmma%uﬁ’; navanfianwTusiui ldanizaanuad
LLaumuammeméwsuLuamaumammmnuaasausmmmﬂasaanmma (HRP) 2z ammuaq”lﬂ u,aumuaﬁﬁﬁmamnmmau”leﬁﬁ
maniiavnadiduasdsznauidigauduTusfuaavndaauiiianiznaunnn udsaindunaunisanasefidas nsiinasiag
Tuaiin, 3,3',5,5-ansciunaluugaiu (TMB) Q:m‘lwmsaawnLau“lermmﬂmmxnuaumwﬁaimum AsWaIuIaIdInUHAGLNT
WervavduewlaniulsiulaonseiuaruansuaayTUsfumdaauluglagwinagoy doin mn1sganaud 450 urTwuns
FoduaranuanaueasTsiumdaauiiinlalusasmaday UsinawasTusiiuwdnaulusiasrmadauaiuisatinuniiay

AULFUTAINIAGFIU TIFTNDUINNUINGTFIUVDIANUDNDUNNGIY UazUSUNINNIFIIDINVDIAIDEY

a va

Neogen aanadau ELISA asraviTusfiuannmdasuaanuuusniialalugnimuinaauaslfifinnsInagauienisila
%umiﬂnausuﬁmmmﬁﬂﬁaﬂﬂﬁﬁﬁms Neogen Fol ledavinanarsianfunislandnsuniluanadmnssuiu 9 Uan3n
ammnm‘mmmimam‘samu gl Neogen ol lepaniandsifienfunandunidmsunisnadaudiaieen daatne
\A3ava1aN fhadanendiin wdadaunffudad Neogen fanadau ELISA a5 TUsAUANNEAFUE L lAYinAS
Usafiufunandamnaing nssuaunisudsslaning uassafisunisnadaufidull laviaue

Neogen afanaaau ELISA as1auTUsfuannudaduilsznaunie 96 vau auiaduiglunisin 1

»15191 1 drudsznavsagavaday

518115 N153UN N1INRIFUN ASAUSNYT | ALAAS
(As1eazidunludn
msm%uuﬁ'\m)
Neogen® wiau ELISA | 1 guwasa asisznauaaiwan wsanlaeu 2-8°C ‘luqv Faaigevasaiiussg
n519v TUsfuanwan | ndauuaudvadiuuunanle 96 Wapaiida NaNUALEISAAAINEU
du au wsauAua1sge | Avllaleu Fausu
AN ﬁamwaﬁ 2-8°C fia
Fnw1ANETa5UDY
TUNRNADE VIR
nadal
Neogen® aauainm waufivad (10X) fimauginad 139919 1/10 Viui 2-8°C luiifla | Aaugine 10X finu
HRP aaandu uaa‘sml,smm‘m,ﬂa'iaansﬁma (HRP) nauleuiiavinu W@hasauiviununang
(10X) 10X wu1a 1.5 1. witsuaaund nasaradmsy YavRANAFaL
. Qau 1X
Neogen® 11 Tﬂsmu‘naﬂLuamaummsmmmmu TUsagnisimdanans | 2-8°C wauua | Neogen tnansnnsgiu
wnsgullsfiuaa aunitieInund wnsgmludinuay | ude Tsfusavuandudl
LWARFU dumau ELISA AMLET Ut
_ NUADLUNYANAFDU
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Neogen® d#1svinliiida
319(5X)

#1911 11da919 5X auia 50 ua.
NiNYIA

132319 1/5 Viufinau
Tanuitavin v la
dsazatudmsulas
3 1X

2-8°C

Neogen d@15acany

Wi lni3a979 5X finnaw
idfiasaudviununant
AIHANAFAL

Neogen® d15arane
dusulaay (20X)

| I

d19azarad 1msulaany 20X aun
50 ua. nilvaa

130919 1/20 1avin
d1sazaradnsy‘le
31X

2-8°C d1usu

Wasazan

Ausulau
1X uazingn
LN IUDaY

d19azany

dmsulaane
20X

Neogen a@19azane
dusulaan 20X
AL TIUTNTU
WuadTtUNAANAFL
asararudmsule
a1 1X fanuaies
Wuaragetaamite
U mnudiannnisie
L3ty

Neogen® 1imiwasnis

iiasnsaia 4X auia 120 ua

132979 1/4 Wavin

2-8°C dm5u

iiasnsadia 1X

dfim E26 (4X) . wilvann dsaranudmiuly | vivansazans | uas Neogen tininas
U 1X d158zan8 dmsulas N15ain 4X A
dsulanuais U 1X ay idiiasaufiviununane
rmnaui 50-60°C e Neogen |wavyanaday
nawlanu tiasnis
dm 4X
Neogen® d15araruiy | 3,3),5,5-10nstufialuudsiu wsanlau 2-8°C luilfin [ JavAuluwuannuas
auTAs TN (TMB) 2ua 12 ua. nitsann Neogen &1sazanesy
A
TasTulatiniia21u
_ id@hasauiviununang
YNAANAFL
Neogen® d19azant nandfaia®n 0.3 M auim 12 ua. | wsanlaenu 2-8°C Neogen d15azant
dsulavige nitvan dsulamgaginanu
idiigsauiiviuvunang

'
al

adnsaun lufinnluluge lawn:

naannnaad

ANlaanns

Lﬂ'ima'm/m‘saqmuwummstamma
mﬂaumau'mmm”l,aaau

Lﬂimmuuwummﬁtamvﬁa . 5 .
atnsatdmsulaluvavltifnissinnie 9 dausunisesuaniteuasasazaratinines
UIMNIFULIAN

Lﬂimwaumiuuuwumu
mqmmumamunmmumemamumww \Wauuuien
LA3DNELNFITUUIFTIL

fJudauvazdidandifiauuuugadinsunisiivdns 10 84 100 luTasang

wlaAisau vinaun 1 wazlfiifauwayaniuainulaaadanyualudiuunind sy Neogen ianagau ELISA as13unn
Tsfuanudadu idudunitauadaaniad lrdmsulaavdeluauiaa

A Adau:

WLNANSWUFU

aaduinmn:

srydnunIsauiatdudunsia vin luuanidas a1analvuiinainudavnanansnadu

udavdanrunsauiidudunsiy gananlundnidas ananaluinnisidadinnianisuialdusunsiuay/vsaninude
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o

Lwaaﬂm'mLaﬂ\mmmmaanumsﬁuwamsmu m'sﬂg] vAeil

o rAndafnusaiiuuuamiinsgiuananssumasiu/giinna/lsandlutagiiu

e lanavilnausuuaainsaavauifdfumaianisnagauiiviuisanduiagiiu fraieeu uumelunisUfidiaeasmay
1#116n15 (Good Laboratory Practices) y3a ISO/IEC 17025?

° ﬂgummuLLu'mw‘lumﬁﬂaummummﬂaamnwawaqﬂgummsmmimuLaua 5'nmx1mimwmﬂa\mumsmuLLavansm
Yasfuarsaiunsanluansidanisiuine

e wAndvasIAMINANNERY Neogen dsaransdmsulavyn ganadisvayaniulaaasadmsusayaniuadnmg
Yaaafaiudu

muusﬁuﬁaammwtﬁuol,ﬁ's.l':ﬁ'.uNams%mswﬁuuuauﬂaauﬁu’,ﬂﬂémsﬂéaﬂwﬁmﬁm«vflﬁﬁmsﬂulﬂvauaanw:

e  Jeufiu Neogen ganagay ELISA asravnTusiuainudnauniuiiszy 1 luussasamuas ludiuusninnisleunaniom

o Neogen sanaday ELISA f5791 T sfuNNEAFUASUaMS AL IUEIIARNTIHIUATSATIFELAIN
Wi unelur3an1suanuad

o Uftiieusuiisunisuazdifiiunisnagaudivisyy o wdaiauludiuusiin1slanunandom

e Neogen felladavinanasiienfunisle Neogen sanadau ELISA asravnTdsfiuanmdnauluananinssudu q
UaNANANFMNTIUAMNTUSaLAIaNAN Fatnaiau Neogen fivlillaaanianaisiiurfunansauniidsunisnagay
faatven fatnaaiavdtand fatinadin niadatuiuafudag

Aruunitinanadsaiardunan ligneasusugiminldgnislaasnansaniinisthuiauaany:

e 4y Neogen ganaday ELISA as1auiTUsfiuanudagunauiumunaieiaua

o JawmdunarsararudmiulaiuTaglairananausas Neogen aavadau ELISA asravnnTlsfiuarnunduiiaoumni
20-25°C dua

e vmugude Neogen nsunsgiulusfinuasudasu

e wwlaiu windrsazatusvaulasuainuadoududiintu Uataaiuuuimielunsfuaiea
wevnmstwidouanuans Neogen drsazausnulasiuaiin

e Neogen® Allergen Protein Testing Kits liaansnlamsiadinsizusiageiilaseasiaasTlssiugnrinaiaaiadfasanla
a5 lagd (hydrolyzed protein)

e Neogen ganagauTdsfinuuusiaisi gnaanuuuiianagauldsfiuainamisudsguiiazarsdu Neogen tiinasnisaria
33n15uva819lunsulsglamnsanainlufizasindalunisnagouTusdiumune

e nszuauMSUUsIYaMNSUNeLNY anadnanan1smadauTUsfiuluanisTaele Neogen afanadaullsfiuuuusiaisi @51‘5
UAITATFLIIENAFaLTINa TN raNAL R U sraAa IASIAUAINABIN1TVDIH TTI

YavravlfiiRn1s" tNauan

adanm

Lwaaﬂm‘mtﬁu\m‘mNam‘smmaaum”lunnmao A1sUAlRAil
° AuERSUaNEIatNUEIaINANSEAa L lalsaiu arsvindunau ELISA "iiinavainn1sdnnsiaeg

e 3man13 Neogen dsunnsgiuTusfuzaudaduaisuuimivlunistfiinfifuamasfiifinig Wadasiunistwdouan
VAIAIDLN

gnmuilandrsuayaniuaulaaniauaITdnuInaAaIN1TNI LAY ALANLAL

inaavnIsuayatianuandsdsc@naninnaniouan Tusaiun Uy laauasisnn www.neogen.com w3afanaaILnuuIEm
Neogen #3asiunuitmuiglunasiu

v v
ANMNSURAATauuaIK 1
wlrasnavvinarnuanilalugiianislaviundndaaniazaayafiaINUNIAA N UINAaINITUDYALNNLAN drursatianauiivlas
VavL51 laiwww.neogen.com, ¥3afnnamununzanInInviuie Neogen Tuiunuainiu

Taglwisnisnadaunvrnnlunisitas1zrianiing WnansaIsnadaulasdinanananIsnadaunie N1sldanisnadauas
MAIANITNTRTUAN q Na1EINANANANISNAFDL LHU ABN15dUAIa819 A5N1anadal A5N15eFLNAILY N1SIANISAILAN
wazinailauavuavlfiifin1snatranssnunananisnadaula §7a11151avAa3raNNanaNaNISNAFDULTUAL

wladuuinidanidnisnedauniandniounla q unlsufiuduiudaaiiunzaunazvinluisnisnadauiidanlinseniu
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

N1SIALSNYILALNISANIN
wmuﬁqmia‘lu Neogen Arneday ELISA m‘a’;qwﬂﬂ‘imumnLuamaumamunu 2-8°C wnuaiudy Saiuarsararadmsula
Nuiidaasuainuiiasunaluns19i 1

aav lulardrulsznay Neogen sfanadan ELISA #573u1 TUsfUnEnaUnasInTuiuunane UnuaaguLasiialauaany
UEAY IIUURAINATUUDNUDINADY

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)

3. Neogen mauginn HRP wavuandu

Tunsiezanmauging HRP aavmdagdu 1X Tufiu Neogen aauqina HRP wavudanau (10X) nitvdiu uaziiaarelu
d1sazanarinluidaan 1X ludauaa 9 dmu in3ouriuiinanlaiu vau Neogen ELISA unazvigusaaylanauqing HRP
aavdndu 1X auia 100 lulnsans
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ATSIASUNAIDUTY

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

M5 2 N15LAZLNAIDLNY

WA3NaTEIaE1 auIndlag | n1stdaae (1/10)

R RG] 0.5+0.02 n. Wintiiasnisada 1X Aauareuiiuan auim 4.5 + 0.09 ua.
2IU5LUAN 0.5+ 0.01 ua. wintiiwasnisardia 1X Viéuéwwﬁméa au1n 4.5 + 0.09 ua.
ﬁqéﬁoamﬁﬁU‘ummsvi'lmmazmmLm'u”lil 0.5+ 0.01 ua. Wintiimasnisarda 1X Viéuéwwﬁméa au1n 4.5 + 0.09 ua.
naAguaI (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 vumnzgafiagNidaanual TuaiimuanauiuuuiuaIdag uiwIsidauuulua Naavnil 50-60°C tduian
25 + 1 uaii nnvidanAataassaavlrluanitauauanvniniaguuinividananmunil 50-60°C uasluaalafiaidu
1281 1 U1 1n 9 5 ulii

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

00:25:00 ” ;
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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 1un15l9 Neogen® vinauisnsgiuldsfivaasudndu Tnsang1suinsgrndiuwianiiaasuarludrsazaravinlidaan

(1X) witeam

VUEHIRUNINTFIU AIULUNUUNINTSIU ﬂ%umsmaam's:{ms@uﬁtﬁu Usumsuasdrsazararinlu
(w1Tunsu/ua.) avludsvinluidaae 1X 132319 1X
5 405 Neogen tinaannsgiuTusfiuaay 990 1A5an3
wanau 10 1As8ns

4 135 F1FUNNTFIUNRNILULAY 5 YUIR 400 lulasans
200 Tulasans

3 45 F1FUINIFIUUNEAY 4 YUIR 400 1A5805
200 Tn1A9ans

2 15 1501955 UNUNULEY 3 YUIA 400 u1A5805
200 Tu1As8ns

1 5 F1FUNNTFIUNRNILULAY 2 YUR 400 lulasans
200 lulasans

0 0 0 400 lulasans

2.3 fuadsuinsgruunazaiia 100 liasansasluman Neogen ELISA

d1501055u 0 (aﬁaumﬂm‘lmaama 1X)
d15019557U 1 (5 wrTunsu/ua.) mumawumumu
150191557 2 (15 u1Tunsu/ua.) a'zumawumumu
d15010957U 3 (45 unTunsu/ua.) mumawumumu
d15010957U 4 (135 U1 Tunsu/ua.) mumawumumu
d19010557U 5 (405 w1 Tunsu/ua.) dunauaIUEIU

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 ilulamauqing HRP aiawdadu 1X auia 100 Tulasdansasluviau Neogen ELISA unazuau uuwizidgaluindaviaen
d151U25107NeATT 400 saunauni Naauuniivavduiial 10 £ 2 uaii asauviau L lundauasinuluag lussauifiadnu

SeNDUnDULL

2.9 vindrgusnaun 2.6 uaz 2.7 iwaluavasumikuadasialodisazaigdusulaans (1X)
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2.10 fluln Neogen dsazanusaulasiuiaiin (TMB) auia 100 uTasansaslunan Neogen ELISA unasvax

2.11 vunugaluindavluandsiuls uinaeaii 400 saunauivi Naasuniiviaviduan 10 uifi asauuau llundauazinu
Ivag luseauifanuserINdunauil

2.12 wavannisultwistda Tuiin Neogen d1sasanadiusulavan auia 100 lulasdnsaslunau Neogen ELISA wsnazuau
LaINASTUINITAANAL (1 450 urTuuas) analu 30 uli

o
— (S

e Buter

e Buter

0010:00/anumaivias

oo\
"/ﬂ« M
¥
-_—
<
Chromogenic
Substrate Solution -

DD:]D:DD/qmwnﬂﬁm
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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=

Uanrausganitasizula (LOD) imaAy 1.3 unTundu/ua. (Frunaviuaruaiu)

Usnrasingainsianudiuaiduauiauausigauaddisnaniunilusiaginadauiidiuisadiiunannaia a1 Tl
d19dda o szauadu ) landvue’ SadinualaonistinadaauuninsgIudua1avluaAIAINNYUNRNUDIATE
duaunsgIudFullani uaznisAuIuANLINTUNALI TN

Uaunasingandiuisasrseuwaiidudiiay (LOQ) iy 0.5 drunaatuain

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.

AlasSuradayanal
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B EhE A 2AS 913 B4 B8 WO B4 SF(ELISA)

HE 28 L 8

Neogen® & T ELISA 7|E= AIXI2] ME(CIP) 15 HEE, FHS B2 AR, AZ 48 U 712 AZ0|M & crag
st gisf moteE|aLict,

Neogen &t CHHE ELISA 7| E= MESQ|X| ELISAE S&LICL Al=0]| s & CHHEO| Z2|AE[H O/ M A|2Te| HHO
SAHEl SR S|t BHSEL|CE MIA S Eolf 1| 2T T E S K HsHH AXIR At E A (HRP) PWE_I atxt SN 7 FIFEILICE
Ol2{3t &4 HX| A= o|Fof| Zetel A CHHEI T SHH SEHIE HAMEILICH & HI b[X Tl &= 2 J]&0133'5 5'-
HEIHEHX|IZ(TMB)S 9Oo™ HY SEHA|of| ZeEl 2471 AEEILICL O] &4 BHEOZ Qlsh %“L".S NS 715' NEEEe]
&aﬂgggwmﬂxl&gﬁga'uquﬁwmamma_;¢§SMdME%IHMW“iEE§£§ﬁﬂuqAW
A 20| ZotEl B CHEHEIo] of2 T R M S HIEOZ FHGID AHE 5o EEOE Mt AR M3 NS E 2HY
A QlA| |C}

T M- .

Neogen %t E1#17 ELISAZIEE M1 J10l T8} DK S e M2} HHY $0lA ASHES TOHEISLICL Neogen
S 4Zo|Lt 327} OfL LI MR M2| Of RIZ A S SASIOIR| YAS 2 o 3 st
A2 NEoll coH A Of HIZS 2 A2ksHR| 2AAALICE Neogen

Alg Z2EB0IA B7H8 A2 20| ogLict.

Neogen 3 E7 ELISA 7| E0]l= 967HK| Al EHO] EBHE|0f AALICHE 101 YHEOf 2S).

H1.7|E M4

EE) ID | L
(REMISt LHE 2 Al
EH| MM Bx)

e
re

2
0x

Neogen® %t THEHE! HH 7t 967tA| A= TRIE (AH8Y FH|E ELICE  [HAEFQL e |AMRSHK] 42 ATt

ELISA A| =Tt Al Zmo| E71 S H 17 LAsot = AEN7I Y2l =Y wig
ol 2 oq CiAl S BLICt 7| EQ|
2~8°COIAM RS 7K tHME
HatetLCh, FXI5t7| 2l 2~8°C

o[ A EztefL|ct.

Neogen® &t HRP 1.5mLe| 10X AXIRatAtete A [AMR A 1/102 2~ 8°C°| 10X 22 7| EQ|

Z o (10X) (HRP) Zg 2H|(10X)7F &9 S| Mel 1X2| 2 8AHZ [0 F=2 2ol |28 77K

- U= Hol 174 orSLICE HERLICE A QIL|CE,
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ELISA Kit Protein Kacang Pinus

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

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

ELISA Kit Protein Kacang Pinus Neogen menggunakan sandwich ELISA. Protein kacang pinus dalam sampel bereaksi
dengan antibodi anti-kacang pinus, yang telah diserap ke permukaan sumur mikrotiter polistiren. Setelah protein tak
terikat diangkat dengan pencucian, ditambahkan konjugat antibodi anti-kacang pinus dengan horseradish peroksidase
(horseradish peroxidase (HRP)). Antibodi berlabel enzim ini membentuk kompleks dengan protein kacang pinus yang
terikat sebelumnya. Setelah tahap pencucian kedua, enzim terikat pada imunosorben dideteksi dengan penambahan
substrat kromogenik, 3,3, 5,5-tetrametilbenzidin (TMB). Perkembangan warna reaksi enzimatik ini bervariasi secara
langsung dengan konsentrasi protein kacang pinus dalam sampel yang diuji; dengan demikian, absorbansi, pada 450
nm, adalah ukuran konsentrasi protein kacang pinus pada sampel uji. Jumlah protein kacang pinus pada sampel uji dapat
diekstrapolasi dari kurva standar (dibangun dari standar konsentrasi yang diketahui) dan disesuaikan untuk tindakan
pengenceran sampel.

ELISA Kit Protein Kacang Pinus Neogen dimaksudkan untuk pemakaian di lingkungan laboratorium oleh para profesional
yang terlatih dalam teknik laboratorium. Neogen tidak mendokumentasikan penggunaan produk ini dalam industri

selain makanan atau minuman. Sebagai contoh, Neogen belum mendokumentasikan produk ini untuk pengujian

sampel farmasi, kosmetik, klinis, atau veterinari. ELISA Kit Protein Kacang Pinus Neogen belum dievaluasi pada seluruh
kemungkinan produk makanan, proses makanan, dan protokol pengujian.

ELISA Kit Protein Kacang Pinus Neogen berisi 96 sumur, yang dijelaskan pada Tabel 1.
Tabel 1. Komponen Kit

Alat Identifikasi Persiapan Penyimpanan | Stabilitas
(lihat detailnya pada
bagian Persiapan
Reagen)
Sumur ELISA Protein | Satu kantong foil dengan Siap pakai. 2-8 °C dalam | Kantong foil disegel
Kacang Pinus plat berisi 96 sumur berlapis kantong foil ulang berisi sumur
Neogen® antibodi yang dapat dilepas. yang disegel | dan desikan yang
berisi desikan. | belum dipakai.
Simpan pada suhu
2-8 °C untuk menjaga
stabilitas sampai
tanggal kedaluwarsa
kit.
Konjugat HRP Kacang | Satu vial berisi 1,5 ml Antibodi | Encerkan 1/10 segera | 2-8 °C dalam | Konjugat 10X stabil
Pinus Neogen® (10X) | Konjugat 10X Horseradish sebelum digunakan gelap. sampai tanggal
Peroxidase (HRP) (10X). untuk membuat kedaluwarsa kit.
I larutan kerja 1X.
Konsentrat Standar Satu vial berisi konsentrasi Mengacu pada 2-8 °C. Konsentrat Standar
Protein Kacang Pinus | protein kacang pinus yang persiapan standar Jangan Protein Kacang Pinus
Neogen® diketahui. di Bagian Prosedur dibekukan. Neogen stabil sampai
_ ELISA. tanggal kedaluwarsa
kit.
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Neogen®

0,3 M.

Pengencer (5X) Satu botol berisi 50 ml Encerkan 1/5 segera |2-8°C Larutan Pengencer
Neogen® Pengencer 5X. sebelum digunakan Neogen 5X stabil
untuk membuat sampai tanggal
_ larutan kerja 1X. kedaluwarsa kit.
Larutan Pembersih Satu botol berisi 50 ml larutan | Encerkan 1/20 untuk |2-8 °C untuk | Larutan Pembersih
Neogen® (20X) pembersih 20X. membuat larutan larutan kerja | Neogen 20X stabil
kerja 1X. 1X dan sampai tanggal
konsentrat kedaluwarsa kit.
Larutan Larutan Pembersih
Pembersih 1X stabil minimal
_ 20X. satu minggu setelah
persiapan.
Ekstraksi Buffer E26 Satu botol berisi 120 ml Encerkan 1/4 untuk 2-8 °C untuk | Ekstraksi Buffer 1X
Neogen® (4X) ekstraksi buffer 4X. membuat larutan kerja | larutan kerja | dan Ekstraksi Buffer
1X. Larutan kerja harus | 1X dan Neogen 4X stabil
dipanaskan sampai konsentrat sampai tanggal
50-60 °C sebelum Ekstraksi kedaluwarsa kit.
digunakan. Buffer
Neogen 4X.
Larutan Substrat Satu botol berisi 12 ml 3,3, Siap pakai. 2-8 °C dalam | Jauhkan dari cahaya.
Kromogenik Neogen® | 5,5-tetrametilbenzidin (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 Kacang
Pinus 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 Kacang Pinus Neogen seperti yang ditunjukkan pada kemasan dan dalam petunjuk
produk.

e  Gunakan ELISA Kit Protein Kacang Pinus Neogen untuk sampel makanan dan lingkungan yang telah divalidasi
secara internal atau oleh pihak ketiga.
Patuhi protokol dan lakukan pengujian dengan tepat seperti yang tercantum dalam petunjuk produk.
Neogen belum mendokumentasikan penggunaan ELISA Kit Protein Kacang Pinus Neogen di industri selain
makanan atau minuman. Sebagai contoh, Neogen belum mendokumentasikan produk ini untuk pengujian sampel
farmasi, kosmetik, klinis, atau veterinari.

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan hasil tak akurat yang dapat menyebabkan pelepasan produk yang

terkontaminasi:

e  Gunakan ELISA Kit Protein Kacang Pinus Neogen sebelum tanggal kedaluwarsanya.

° Selalu siapkan larutan kerja menggunakan reagen terkonsentrasi ELISA Kit Protein Kacang Pinus Neogen pada suhu
20-25°C.
Jangan bekukan Konsentrat Standar Protein Kacang Pinus Neogen.
Jika Larutan Substrat Kromogenik berubah menjadi biru, jangan gunakan. lkuti Good Laboratory Practices' untuk
menghindari kontaminasi silang Larutan Substrat Kromogenik Neogen.
Neogen® Allergen Protein Testing Kit tidak dimaksudkan untuk mendeteksi protein terhidrolisis.
Kit Pengujian Neogen Protein Alergen dirancang untuk mendeteksi protein dari makanan olahan setelah dilarutkan
ke dalam Neogen Penyangga Ekstraksi. Beberapa metode pemrosesan makanan mungkin membatasi deteksi
protein target ini.

° Beberapa pemrosesan makanan dapat mempengaruhi deteksi protein makanan dengan kit uji Neogen Protein
Alergen. Pengguna harus memverifikasi bahwa metode tersebut sesuai dengan tujuan untuk memenuhi persyaratan
pengguna.

PERHATIAN

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan hasil yang tidak akurat:

e  Stabilitas sampel setelah ekstraksi belum dievaluasi. Prosedur ELISA harus dijalankan tepat setelah ekstraksi sampel.

e  Tangani Standar Protein Kacang Pinus Neogen mengikuti Good Laboratory Practices' untuk mencegah kontaminasi
silang sampel.

Periksa Lembar Data Keselamatan untuk informasi tambahan.

Untuk informasi mengenai dokumentasi kinerja produk, kunjungi situs web kami di www.neogen.com, atau hubungi
perwakilan atau distributor Neogen setempat.

Tanggung Jawab Pengguna
Pengguna bertanggung jawab untuk memahami informasi dan petunjuk produk. Kunjungi situs web kami di
www.neogen.com, atau hubungi perwakilan atau distributor Neogen setempat untuk informasi selengkapnya.

Seperti halnya semua metode pengujian yang digunakan untuk analisis makanan, matriks pengujian dapat
memengaruhi hasil. Saat memilih metode pengujian, penting untuk diketahui bahwa faktor eksternal seperti metode
pengambilan sampel, protokol pengujian, preparasi sampel, penanganan, dan teknik laboratorium dapat memengaruhi
hasilnya. Sampel makanan itu sendiri mungkin memengaruhi hasil.

Pengguna bertanggung jawab memilih metode pengujian atau produk untuk mengevaluasi jumlah sampel yang memadai
agar memuaskan pengguna bahwa metode pengujian yang dipilih tersebut memenubhi kriteria pengguna.

Pengguna juga bertanggung jawab untuk menentukan bahwa semua metode dan hasil pengujian memenuhi persyaratan
pelanggan dan pemasok.

Untuk semua metode pengujian, hasil yang diperoleh dari penggunaan produk Neogen Food Safety apa pun bukan
merupakan jaminan kualitas terhadap matriks atau proses yang diuji.
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Pembatasan Jaminan/Penggantian Terbatas

KECUALI SEBAGAIMANA DITENTUKAN DI BAGIAN GARANSI TERBATAS UNTUK SETIAP KEMASAN PRODUK,
NEOGEN TIDAK BERTANGGUNG JAWAB TERHADAP SEMUA GARANSI SECARA TERTULIS MAUPUN SECARA
TERSIRAT, TERMASUK NAMUN TIDAK TERBATAS PADA, JAMINAN KELAYAKAN JUAL ATAU KESESUAIAN UNTUK
PENGGUNAAN TERTENTU. Apabila ada Produk Neogen Food Safety yang cacat, Neogen atau distributor resminya, sesuai
kebijakannya, akan mengganti atau membayar kembali harga pembelian produk. Penggantian ini ditawarkan kepada Anda
secara eksklusif. Silakan hubungi perwakilan Neogen Anda atau distributor resmi Neogen untuk pertanyaan lebih lanjut.

Pembatasan Tanggung Jawab Neogen

NEOGEN TIDAK BERTANGGUNG JAWAB ATAS SEGALA BENTUK KEHILANGAN ATAU KERUSAKAN, BAIK
KERUSAKAN SECARA LANGSUNG, TIDAK LANGSUNG, KHUSUS, INSIDENTAL MAUPUN KONSEKUENSIAL,
TERMASUK NAMUN TIDAK TERBATAS PADA HILANGNYA KEUNTUNGAN. Bagaimanapun juga, sesuai teori hukum
mana pun, Neogen tidak bertanggung jawab melebihi dari harga pembelian produk yang dinyatakan sebagai cacat.

Penyimpanan dan Pembuangan
Simpan isi ELISA Kit Protein Kacang Pinus Neogen pada suhu 2-8 °C. Jangan dibekukan. Simpan larutan kerja yang
diencerkan seperti yang dijelaskan pada Tabel 1.

Komponen ELISA Kit Protein Kacang Pinus Neogen tidak boleh digunakan setelah tanggal kedaluwarsa. Tanggal
kedaluwarsa dan nomor lot tercantum pada label di bagian luar kotak.

Buang sesuai standar dan peraturan setempat/regional/nasional/industri yang berlaku.

Petunjuk Penggunaan
Patuhi semua petunjuk dengan saksama. Kegagalan dalam mematuhinya dapat menyebabkan hasil tidak akurat.

Persiapan Reagen
Taruh semua reagen pada suhu lingkungan (20-25 °C) sebelum digunakan. Gunakan perangkat lab bersih untuk
mengencerkan dan menyimpan larutan kerja.

a. Ekstraksi Buffer Neogen

Untuk menyiapkan Ekstraksi Buffer 1X, tambahkan satu bagian Ekstraksi Buffer Neogen (4X) dan encerkan dalam
tiga bagian air deionisasi atau suling. Hangatkan sebelumnya Ekstraksi Buffer (1X) sampai suhu 50-60 °C dalam
water bath atau shaking incubator sebelum digunakan. Setiap sampel memerlukan 4,5 ml Ekstraksi Buffer 1X.

b. Larutan Pengencer Neogen

Untuk menyiapkan larutan Pengencer 1X, tambahkan satu bagian Pengencer Neogen (5X) pada empat bagian air
deionisasi atau suling. Setiap sampel memerlukan total 4,5 ml larutan Pengencer 1X.

c. Larutan Pembersih Neogen

Untuk menyiapkan Larutan Pembersih 1X, tambahkan satu bagian Larutan Pembersih Neogen (20X) pada 19 bagian
air deionisasi atau suling. Setiap Sumur ELISA Neogen memerlukan sekitar 2,5 ml Larutan Pembersih 1X.

Catatan: Pembentukan kristal pada Larutan Pembersih Neogen (20X) dapat terjadi jika disimpan pada suhu 2-8
°C. Untuk melarutkan kristal, hangatkan Larutan Pembersih Neogen (20X) sampai suhu 30-35 °C dalam water bath
atau inkubator sebelum menyiapkan Larutan Pembersih (1X).

d. Konjugat HRP Kacang Pinus Neogen

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



Tabel 2. Penyiapan sampel
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Extraction buffer

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
Cairan
]
— +
0.5 mL 4.5 mL1X
Extraction buffer
- [ ]
fun
oo — +
CIP ‘ L 8
0.5 mL 4.5 mL1X

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
00:25:80
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Prosedur ELISA
2.1 Pindahkan satu Sumur ELISA Neogen per sampel dan/atau standar dan tempatkan sumur di penahan sumur.

Kembalikan Sumur ELISA Neogen yang tidak terpakai ke kantong foil, segel ulang, dan kembalikan ke penyimpanan
pada suhu 2-8 °C.

2.2 Menggunakan Konsentrat Standar Protein Kacang Pinus 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
5 405 10 pl Konsentrat Standar 990 pl
Protein Kacang Pinus Neogen

4 135 200 pl dari standar nomor 5 400 pl
3 45 200 pl dari standar nomor 4 400 pl
2 15 200 pl dari standar nomor 3 400 pl
1 5 200 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

Standar O (Larutan Pengencer 1X)
Standar 1 (5 ng/ml) ppb

Standar 2 (15 ng/ml) ppb
Standar 3 (45 ng/ml) ppb
Standar 4 (135 ng/ml) ppb
Standar 5 (405 ng/ml) ppb

Pindahkan dengan pipet 100 ul sampel yang telah diekstraksi yang disiapkan dalam 1.4 ke dalam Sumur ELISA Neogen.

Inkubasi Sumur ELISA Neogen pada orbital shaker dengan kecepatan 400 rpm pada suhu kamar (20-25 °C)
selama 30 = 2 menit. Jaga agar semua sumur tetap tertutup dan sejajar selama langkah ini untuk mencegah
penguapan.

Setelah inkubasi, sedot isi Sumur ELISA Neogen.

Isi sepenuhnya masing-masing Sumur ELISA Neogen dengan Larutan Pembersih 1X dan sedot. Jika pencucian
dilakukan manual, balikkan pelat dan tuang/guncangkan isinya ke dalam wadah limbah dan pukul-pukul sumur
dengan kuat pada kertas absorben untuk menghilangkan residu larutan pembersih. Ulangi langkah ini tiga kali
dengan total empat kali mencuci.

Pindahkan dengan pipet 100 pl Konjugat HRP Kacang Pinus 1X ke masing-masing Sumur ELISA Neogen. Inkubasi pada
orbital shaker dengan kecepatan 400 rom pada suhu kamar selama 10 + 2 menit. Jaga agar pelat tetap tertutup dalam
gelap dan sejajar selama langkah ini.

Ulangi langkah 2.6 dan 2.7 untuk menyelesaikan total empat pencucian dengan Larutan Pembersih (1X).

2.10 Pindahkan dengan pipet 100 pl Larutan Substrat Kromogenik Neogen (Chromogenic Substrate Solution (TMB)) ke

masing-masing Sumur ELISA Neogen.

2.11 Inkubasi pada orbital shaker dengan kecepatan 400 rpm pada suhu kamar selama 10 menit. Jaga agar pelat tetap

tertutup dalam gelap dan sejajar selama langkah ini.
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2.12 Setelah inkubasi, tambahkan 100 ul Larutan Penghenti Neogen pada masing-masing Sumur ELISA Neogen dan
tentukan absorbansinya (pada kecepatan 450 nm) selama 30 menit.

100ul

00:30:00/suhu ruang

100p&
TN

HE

100 L\
U/_\ \ 7
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 1,3 ng/ml (ppb)
Batas deteksi didefinisikan sebagai konsentrasi alergen terendah dalam sampel uji yang bisa dibedakan dari sampel
kosong nyata pada tingkat probabilitas tertentu®. Hal ini ditentukan dengan menambahkan tiga standar deviasi pada
nilai mean densitas optik dari empat puluh delapan replikasi standar nol dan menghitung konsentrasi yang sesuai.
b. Batas Kuantifikasi (Limit of Quantification (LOQ)) adalah 0,5 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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U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices for
.Nonclinical Laboratory Studies

JISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories .2

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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