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Issue Date: 2017-11

Macadamia Protein ELISA Kit

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

Product Description and Intended Use
The 3M™ Macadamia Protein ELISA Kit is intended for the detection of macadamia proteins in clean-in-place water
(CIP) final rinse water, environmental swab samples, food ingredients, and processed food products.

Product Instructions

The 3M Macadamia Protein ELISA Kit utilizes a sandwich ELISA. The macadamia proteins present in the sample react
with the anti-macadamia antibody, which have been adsorbed to the surface of polystyrene microtiter wells. After the
removal of unbound proteins by washing, anti-macadamia antibodies conjugated with horseradish peroxidase (HRP)

are added. These enzyme-labeled antibodies form complexes with the previously bound macadamia protein. Following
a second washing step, the enzyme bound to the immunosorbent is detected by the addition of a chromogenic
substrate, 3,3’,5,5-tetramethylbenzidine (TMB). The color development from this enzymatic reaction varies directly

with the concentration of macadamia protein in the sample tested; thus, the absorbance, at 450 nm, is a measure of the
concentration of macadamia protein in the test sample. The quantity of macadamia protein in the test sample can be
extrapolated from the standard curve, constructed from standards of known concentration, and adjusted to consider the
sample dilution.

The 3M Macadamia Protein ELISA Kit is intended for use in a laboratory environment by professionals trained in laboratory
techniques. 3M has not documented the use of this product in industries other than food or beverage. For example, 3M
has not documented this product for testing pharmaceutical, cosmetic, clinical or veterinary samples. The 3M Macadamia
Protein ELISA Kit has not been evaluated with all possible food products, food processes and testing protocols.

The 3M Macadamia Protein ELISA Kit contains 96 wells, described in Table 1.

Table 1. Kit components

Item Identification Preparation Storage Stability
(see Reagent
Preparation section
for details)
3M™ Macadamia One foil bag with a plate Ready to use. 2-8°Cin Re-seal foil bag
Protein ELISA Wells of 96 removable antibody sealed foil containing unused
coated wells. bag with wells and desiccant.
desiccant. Store at 2-8°C to
maintain stability until
the expiration date of
the kit.
3M™ Macadamia One vial with 1.5 mL of 10X Dilute 1/10 2-8°Cinthe | The 10X conjugate
HRP Conjugate (10X) | Horseradish Peroxidase (HRP) | immediately prior dark. is stable until the
3 Conjugated antibody (10X). to use to make a 1X expiration date of the
’ \ N working solution. kit.
<. L o V.
3M™ Macadamia One vial with a known Refer to the ELISA 2-8°C. Do not | 3M Macadamia
Protein Standard concentration of macadamia | Procedure Section for | freeze. Protein Standard
Concentrate protein. standard preparation. Concentrate is stable
until the expiration
3M™ Diluent (5X) One bottle with 50 mL of 5X [ Dilute 1/5 2-8°C The 5X 3M Diluent
Diluent. immediately prior Solution is stable until
to use to make a 1X the expiration date of
working solution. the kit.
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sulfuric acid.

3M™ Wash Solution | One bottle with 50 mL of 20X | Dilute 1/20 to make a | 2-8°C for The 20X 3M Wash
(20X) wash solution. 1X working solution. both 1X Solution is stable until
working the expiration date of
solution and the kit. The 1X Wash
20X Wash Solution is stable for
_ Solution at least one week
concentrate. | after preparation.
3M™ 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 3M
The working solution [ working Extraction Buffer
should be heated to solution are stable until the
50-60°C before use. |and 4X 3M expiration date of the
Extraction kit.
Buffer
concentrate.
3M™ Chromogenic One bottle with 12 mL of Ready to use. 2-8°Cinthe [ Protect from light.
Substrate Solution 3,3’,5,5-tetramethylbenzidine dark. The 3M Chromogenic
(TMB). Substrate Solution
is stable until the
_ expiration date of the
kit.
3M™ Stop Solution One bottle of 12 mL of 0.3 M [ Ready to use. 2-8°C The 3M Stop Solution

is stable until the
expiration date of the
kit.

Materials not provided in the kit:

Precision pipettes and pipette tips to collect 10 to 100 pL

Test tubes

Microtiter plate washer/aspirator

Distilled or deionized water

Microtiter plate reader

Assorted labware for the preparation of reagents and buffer solutions
Timer

Vortex

Shaking water bath or shaking incubator

Orbital shaker

Safety

The user should read, understand, and follow all safety information in the instructions for the 3M Macadamia Protein

ELISA Kit. Retain the safety instructions for future reference.

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

property damage.
NOTICE:

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

A WARNING

To reduce the risks associated with exposure to chemicals:

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

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

ISO/IEC 170252

e  Always follow standard laboratory safety practices, including wearing appropriate protective apparel and eye

protection while handling reagents.

e  Avoid skin contact with the 3M 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 3M Macadamia Protein ELISA Kit as indicated on the package and in the product instructions.

e  Use the 3M Macadamia Protein ELISA Kit for food and environmental samples that have been validated internally
or by a third party.
Follow the protocol and perform the tests exactly as stated in the product instructions.
3M has not documented the use of the 3M Macadamia Protein ELISA Kit in industries other than food or beverage.
For example, 3M 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 3M Macadamia Protein ELISA Kit by the expiration date.

e  Always prepare working solutions using the 3M Macadamia Protein ELISA Kit concentrated reagents at 20-25°C
temperature.
Do not freeze the 3M Macadamia Protein Standard Concentrate.
If Chromogenic Substrate Solution turns blue, do not use. Follow Good Laboratory Practices' to avoid cross-
contamination of 3M Chromogenic Substrate Solution.

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 3M Macadamia Protein Standards following Good Laboratory Practices' to prevent cross-contamination of
samples.

Consult the Safety Data Sheet for additional information.

For information on documentation of product performance, visit our website at www.3M.com/foodsafety or contact
your local 3M representative or distributor.

User Responsibility
Users are responsible for familiarizing themselves with product instructions and information. Visit our website at
www.3M.com/foodsafety, or contact your local 3M 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 3M 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, 3M
DISCLAIMS ALL EXPRESS AND IMPLIED WARRANTIES, INCLUDING BUT NOT LIMITED TO, ANY WARRANTIES OF
MERCHANTABILITY OR FITNESS FOR A PARTICULAR USE. If any 3M Food Safety Product is defective, 3M or its
authorized distributor will, at its option, replace or refund the purchase price of the product. These are your exclusive
remedies. You must promptly notify 3M within sixty days of discovery of any suspected defects in a product and return
it to 3M. Please call Customer Service (1-800-328-1671in the U.S.) or your official 3M Food Safety representative for a
Returned Goods Authorization.

Limitation of 3M Liability

3M 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 3M’s liability under
any legal theory exceed the purchase price of the product alleged to be defective.
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Storage and Disposal

Store 3M Macadamia Protein ELISA Kit contents at 2-8°C. Do not freeze. Store diluted working solutions as described in
Table 1.

3M Macadamia Protein ELISA Kit components should not be used past the expiration date. Expiration date and lot
number are noted on the outside label of the box.

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

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

Reagent Preparation
Bring all reagents to ambient temperature (20-25°C) before use. Use clean labware to dilute and store working solutions.
a. 3M Extraction Buffer

To prepare 1X Extraction Buffer, add one part of 3M 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. 3M Diluent Solution

To prepare 1X Diluent solution, add one part of 3M Diluent (5X) to four parts of deionized or distilled water. Each
sample requires a total of 4.5 mL of 1X Diluent solution.

c. 3M Wash Solution

To prepare 1X Wash Solution, add one part of 3M Wash Solution (20X) to 19 parts of deionized or distilled water.
Each 3M ELISA Well requires approximately 2.5 mL of 1X Wash Solution.

Note: The formation of crystals in the 3M Wash Solution (20X) may occur when stored at 2-8°C. To dissolve
crystals, warm the 3M Wash Solution (20X) to 30-35°C in a water bath or incubator before preparing the Wash
Solution (1X).

d. 3M Macadamia HRP Conjugate

To prepare 1X Macadamia HRP Conjugate, add one part of 3M Macadamia HRP Conjugate (10X) and dilute
in 9 parts of 1X Diluent solution. Prepare immediately before use. Each 3M ELISA Well requires 100 pL of 1X
Macadamia HRP Conjugate.

Sample Preparation
Note: All samples should be extracted with 1X Extraction Buffer pre-warmed to 50-60°C.
11 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 05+0.02¢g Add 4.5 = 0.09 mL of pre-warmed 1X Extraction Buffer
Liquid foods 0.5+ 0.01mL Add 4.5 = 0.09 mL of pre-warmed 1X Extraction Buffer
Clean-in-Place (CIP) Final Rinse Water 0.5+ 0.01mL Add 4.5 = 0.09 mL of pre-warmed 1X Extraction Buffer
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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.

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.

Collect a 100 L 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
00:25:80 -

3000g 7 0G:00:30

100yl
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ELISA Procedure

21

Remove one 3M ELISA Well per sample and/or standard and place the wells in the well holder. Return the unused
3M ELISA Wells to the foil pouch, re-seal and return to storage at 2-8°C.

2.2 Utilizing the 3M Macadamia Protein Standard Concentrate, prepare a set of five standards diluted in Diluent
Solution (1X).
Standard Number Standard Concentration Volume of standard added to | Volume of 1X Diluent solution
(ng/mL) 1X Diluent
5 270 10 pL of 3M Macadamia Protein 990 uL
Standard Concentrate

4 90 200 pL of standard number 5 400 pL
3 30 200 pL of standard number 4 400 pL
2 10 200 pL of standard number 3 400 pL
1 3.33 200 pL of standard number 2 400 pL
0 0 0 400 pL

2.3 Pipette 100 pL of each standard into 3M ELISA Wells.

2.4
2.5

2.6

2.7

2.8

2.9
210
21

212

Standard O (1X Diluent Solution)
Standard 1(3.33 ng/mL) ppb
Standard 2 (10 ng/mL) ppb
Standard 3 (30 ng/mL) ppb
Standard 4 (90 ng/mL) ppb
Standard 5 (270 ng/mL) ppb

Pipette 100 pL of the extracted sample prepared in 1.4 into a 3M ELISA Well.

Incubate 3M 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 3M ELISA Wells.

Fill completely each 3M ELISA Well with 1X Wash Solution and aspirate. If the wash is done manually, invert the
plate and pour/shake out the contents in a waste container and strike the wells sharply on absorbent paper to
remove residual wash solution. Repeat this step three times for a total of four washes.

Pipette 100 pL of 1X Macadamia HRP Conjugate into each 3M ELISA Well. Incubate on an orbital shaker set at
400 rpm at ambient temperature for 10 = 2 minutes. Keep plate covered in the dark and level during this step.

Repeat steps 2.6 and 2.7 to complete a total of four washes with Wash Solution (1X).
Pipette 100 L of 3M Chromogenic Substrate Solution (TMB) into each 3M ELISA Well.

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

After incubation, add 100 pL of 3M Stop Solution to each 3M ELISA Well and determine the absorbance
(at 450 nm) within 30 minutes.
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Result Analysis

31

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 pg/mL (ppm).

Minimum Performance Characteristics

a.

The analytical Limit of Detection (LOD) is 1.1 ng/mL (ppb)

The limit of detection is defined as the lowest concentration of the allergen in a test sample that can be
distinguished from a true blank sample at a specified probability level’. It is determined by adding three standard
deviations to the mean optical density value of thirty-six standard zero replicates and calculating the corresponding
concentration.



b. The Limit of Quantification (LOQ) is 0.3 ppm

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

(EN) (English) “ni =i

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

Specificity and Cross-Reactivity
This assay recognizes macadamia protein and was tested versus various samples for cross-reactivity (Table 3.)

Table 3. Cross-reactivity of the 3M Macadamia Protein ELISA Kit.

Matrix sample % Cross-reactivity
Almond flour <1%
Almond Milk <1%
BLG <1%
Bovine Casein <1%
Bovine Milk <1%
Brazil Nut <1%
Buckwheat flour <1%
Cashew <1%
Celery <1%
Chickpea <1%
Coconut flour <1%
Coconut Milk <1%
Corn flour <1%
Fish Parvalbumin <1%
Hazelnut <1%
Lima Bean <1%
Macadamia Nut (+)
Mustard Seed <1%
Ovomucoid <1%
Pea Extract <1%
Peanut flour <1%
Pecan <1%
Pine Nut <1%
Pistachio flour <1%
Pumpkin Seed <1%
Scallop <1%
Sesame Seed <1%
Shrimp <1%
Sorghum flour <1%
Soy flour <1%
Soy Milk <1%
Sunflower Seed <1%
Walnut <1%
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Instructions relatives au produit
Kit ELISA Protéine Noix de Macadamia

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

Description et utilisation du produit

Le Kit ELISA 3M™ Protéine Noix de Macadamia est congu pour détecter des protéines de noix de macadamia dans
I’eau de rincage final d'un processus de nettoyage (PN), des échantillons d’écouvillons environnementaux, dans des
ingrédients alimentaires et dans des produits alimentaires transformés.

Le Kit ELISA 3M Protéine Noix de Macadamia utilise un test ELISA en sandwich. Les protéines de noix de macadamia
présentes dans I’échantillon réagissent avec les anticorps anti-noix de macadamia qui ont été adsorbés a la surface des
puits de microtitration en polystyréne. Aprés élimination par lavage des protéines non fixées, on ajoute des anticorps anti-
noix de macadamia couplés a la peroxydase de raifort (HRP). Ces anticorps marqués par ’enzyme forment des complexes
avec la protéine de noix de macadamia qui s’est fixée dans I’étape précédente. Suite a une seconde étape de lavage,
I’enzyme liée a 'immuno-adsorbant est détectée en lui ajoutant un substrat chromogéne, la 3,3,5,5™-tétraméthylbenzidine
(TMB). Lapparition de la couleur issue de cette réaction enzymatique varie en fonction directe de la concentration de
protéine de noix de macadamia dans I’échantillon testé ; par conséquent, I'absorbance a 450 nm représente une mesure de
la concentration de protéine de noix de macadamia dans I’échantillon testé. La quantité de protéine de noix de macadamia
contenue dans I’échantillon testé peut étre extrapolée a partir de la courbe étalon, obtenue a partir de solutions étalons de
concentration connue, puis ajustée pour tenir compte de la dilution de I’échantillon.

Le Kit ELISA 3M Protéine Noix de Macadamia est congu pour étre utilisé en laboratoire, par des professionnels formés aux
techniques de laboratoire. 3M n’a pas étudié I'utilisation de ce produit dans des secteurs autres que ceux de I’alimentaire
et des boissons. Par exemple, 3M n’a pas étudié ce produit dans le cadre de tests sur des échantillons de produits
pharmaceutiques, cosmétiques, cliniques ou vétérinaires. Le Kit ELISA 3M Protéine Noix de Macadamia n’a pas été évalué
avec tous les produits, processus alimentaires et protocoles de tests possibles.

Le Kit ELISA 3M Protéine Noix de Macadamia contient 96 puits, décrits dans le Tableau 1.
Tableau 1. Contenu du kit

Elément Identification Préparation Stockage Stabilité
(voir la section
Préparation des
réactifs pour plus de
détails)
Puits ELISA 3M™ Un sachet hermétique Préts a 'emploi. 2 a8°C dans | Refermer
Protéine de Noix de contenant une plaque de le sachet hermétiquement le
Macadamia 96 puits amovibles recouverts scellé avec sachet contenant
d’anticorps. un agent les puits non utilisés
dessiccateur. | et le dessiccateur.
Conserver entre 2 et
8 °C pour maintenir
la stabilité jusqu’a la
date de péremption
du kit.
Conjugué HRP 3M™ | Une ampoule avec 1,5 mL Diluer a 1/10 juste 2a8°Ca Le conjugué 10X est
Noix de Macadamia d’anticorps couplés a la avant utilisation pour | I'obscurité. stable jusqu’a la date
(10X) peroxydase de raifort (HRP) obtenir une solution de péremption du kit.
10X (10X). de travail 1X.
2 N
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Etalon concentré
3M™ Protéine de
Noix de Macadamia

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

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

2a8°C.Ne
pas congeler.

L’Etalon concentré
3M Protéine de Noix
de Macadamia est
stable jusqu’a la date
de péremption du kit.

sulfurique a2 0,3 M.

Diluant 3M™ (5X) Un flacon de 50 mL de Diluer a 1/5 juste 2-8°C La Solution de diluant
Diluant 5X. avant utilisation pour 3M 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 1720 pour 2 a8°Caussi |La Solution de lavage
3M™ (20X) solution de lavage 20X. obtenir une solution bien pour 3M 20X est stable
de travail 1X. la solution jusqu’a la date de
de travail 1X péremption du kit. La
que pour le Solution de lavage 1X
concentré de | est stable pendant au
_ Solution de moins une semaine
lavage 20X. aprés préparation.
Tampon d’extraction | Un flacon de 120 mL de Diluer a 1/4 pour 2a8°Caussi | Le Tampon
3M™ E26 (4X) tampon d’extraction 4X. obtenir une solution bien pour d’extraction 1X et le
de travail 1X. La la solution Tampon d’extraction
solution de travail de travail 1X 3M 4X sont stables
doit étre chauffée que pourle jusqu’a la date de
a 50 a 60 °Cavant concentré péremption du kit.
utilisation. de Tampon
d’extraction
3M 4X.
Solution de substrat Un flacon de 12 mL de Préts a 'emploi. 2a8°Ca Protéger de la
chromogéne 3M™ 3,3’5,5-tétraméthylbenzidine I’'obscurité. lumiére. La Solution
(TMB). de substrat
chromogéne 3M est
_ stable jusqu’a la date
de péremption du kit.
Solution d’arrét 3SM™ [ Un flacon de 12 mL d’acide Préts a 'emploi. 2-8°C La Solution d’arrét

3M est stable jusqu’a
la date de péremption
du kit.

Accessoires non inclus dans le kit :

Eprouvettes

Minuteur
Vortex

Bain-marie a agitation ou agitateur incubateur
Agitateur orbital

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

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 3M Protéine Noix de Macadamia. Conserver ces consignes de sécurité pour s'y
référer ultérieurement.

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

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

A AVERTISSEMENT

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

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

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

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

° Eviter le contact de la Solution d’arrét 3M 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 3M Protéine Noix de Macadamia conformément aux indications fournies sur I’emballage et
dans les instructions relatives au produit.

° Utiliser le Kit ELISA 3M Protéine Noix de Macadamia pour les échantillons alimentaires et environnementaux qui
ont été validés en interne ou par une tierce partie.
Se conformer au protocole et effectuer les tests en suivant exactement les instructions relatives au produit.
3M n’a pas étudié I'utilisation du Kit ELISA 3M Protéine Noix de Macadamia dans des secteurs autres ceux de
I’alimentaire et des boissons. Par exemple, 3M n’a pas étudié ce produit dans le cadre de tests sur des échantillons
de produits pharmaceutiques, cosmétiques, cliniques ou vétérinaires.

Pour réduire les risques liés aux résultats inexacts, qui peuvent entrainer la diffusion de produits contaminés :

e  Toujours utiliser le Kit ELISA 3M Protéine Noix de Macadamia avant sa date de péremption.

° Toujours préparer les solutions de travail en utilisant les réactifs concentrés du Kit ELISA 3M Protéine Noix de
Macadamia portés a une température de 20 a 25 °C.
Ne pas congeler I’Etalon concentré 3M Protéine de Noix de Macadamia.
Si la Solution de substrat chromogéne bleuit, ne pas I'utiliser. Conformez-vous aux Bonnes pratiques de laboratoire’
pour éviter la contamination croisée par la Solution de substrat chromogéne 3M.

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 3M Protéine de Noix de Macadamia en respectant les Bonnes pratiques de laboratoire! pour
éviter la contamination croisée des échantillons.

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

Pour obtenir une documentation sur la performance de ce produit, veuillez consulter notre site Internet
www.3M.com/foodsafety ou contacter un représentant ou distributeur 3M 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.3M.com/foodsafety ou contactez votre représentant ou distributeur 3M local pour obtenir de plus amples
informations.

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.
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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 3M 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, 3M 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 3M Sécurité Alimentaire, 3M ou son distributeur agréé s'engage, a son entiére discrétion, au
remplacement ou au remboursement du prix d'achat du produit. |l s'agit de vos recours exclusifs. Tout défaut supposé
du produit devra étre notifié a 3M dans un délai de soixante jours et le produit renvoyé au fournisseur. Veuillez appeler
le Service clientéle (1-800-328-1671 aux Etats-Unis) ou votre représentant officiel 3M Sécurité Alimentaire pour obtenir
une autorisation de renvoi.

Limitation de responsabilité de 3M

3M 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 3M ne sera engagée au-dela du prix d'achat du
produit prétendu défectueux.

Conservation et élimination des déchets
Conserver le contenu du Kit ELISA 3M Protéine Noix de Macadamia a 2 a 8 °C. Ne pas congeler. Conserver les solutions
de travail comme décrit dans le Tableau 1.

Le contenu du Kit ELISA 3M Protéine Noix de Macadamia ne doit pas étre utilisé au-dela de sa date de péremption. La
date de péremption et le numéro de lot sont inscrits sur I’étiquette a I'extérieur de la bofite.

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 3M

Pour préparer le Tampon d’extraction 1X, verser un volume de Tampon d’extraction 3M (4X) et le diluer dans trois
volumes d’eau distillée ou désionisée. Avant utilisation, préchauffer le Tampon d’extraction (1X) 4 50 & 60 °C a l'aide
d’un bain-marie ou d’un agitateur incubateur. Chaque échantillon nécessite 4,5 mL de Tampon d’extraction 1X.

b. Solution de diluant 3M

Pour préparer la solution de Diluant 1X, verser un volume de Diluant 3M (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 3M

Pour préparer la Solution de lavage 1X, verser un volume de Solution de lavage 3M (20X) dans 19 volumes d’eau
distillée ou désionisée. Chaque Puits ELISA 3M nécessite environ 2,5 mL de Solution de lavage 1X.

Remarque : il peut se former des cristaux dans la Solution de lavage 3M (20X) lorsqu’elle est conservée 4 2 a
8 °C. Pour dissoudre les cristaux, porter la Solution de lavage 3M (20X) a4 30 a 35 °C au bain-marie ou dans un
incubateur avant de préparer la Solution de lavage (1X).

d. Conjugué HRP 3M Noix de Macadamia

Pour préparer le Conjugué HRP Noix de Macadamia 1X, verser un volume de Conjugué HRP 3M Noix de
Macadamia (10X) et le diluer dans 9 volumes de solution de Diluant 1X. Préparer juste avant utilisation. Chaque
Puits ELISA 3M nécessite 100 pL de Conjugué HRP Noix de Macadamia 1X.



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

11 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 I'échantillon

nettoyage (PN)

Matrice de I’échantillon Taille de Dilution (1/10)
I’échantillon
Aliments solides 0,5+0,02g Verser 4,5 £ 0,09 mL de Tampon d’extraction 1X
préchauffé
Aliments liquides 0,5+ 0,01mL Verser 4,5 £ 0,09 mL de Tampon d’extraction 1X
préchauffé
Eau de ringage final d'un processus de 0,5+x0,01 mL Verser 4,5 £ 0,09 mL de Tampon d’extraction 1X

préchauffé

Solide

|

Liquide

CIpP

°> = 4.5 mL1X

Extraction buffer

=
. S
0.5mL 4.5 mL1X

Extraction buffer

0.5 mL 4.5 mL 1X
Extraction buffer

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

1.3 Aprés incubation, centrifuger les échantillons 4 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 pL de phase aqueuse au milieu du tube et les ajouter 2 900 pL de Solution de diluant (1X). Passer au
vortex ou agiter pour bien mélanger. (Cette solution correspond & une dilution 4 17100 de I’échantillon de départ.)
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50-60 °C
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Procédure du test ELISA

21

Prélever un Puits ELISA 3M par échantillon et/ou étalon et placer les puits dans le support @ micropuits. Remettre
les Puits ELISA 3M non utilisés dans le sachet, le refermer hermétiquement et le conserver a nouveau a 2 a 8 °C.

2.2 En utilisant ’Etalon concentré 3M Protéine de Noix de Macadamia, préparer une série de cinq solutions étalons,
diluées dans la Solution de diluant (1X).
Numéro de Concentration de I’étalon Volume d’étalon ajouté au Volume de solution de
I’étalon (ng/mL) Diluant 1X Diluant 1X
5 270 10 pL d’Etalon concentré 3M 990 pL
Protéine de Noix de Macadamia
4 90 200 pL d’étalon n°5 400 pL
3 30 200 pL d’étalon n°4 400 pL
2 10 200 pL d’étalon n°3 400 pL
1 3,33 200 pL d’étalon n°2 400 pL
0 0 0 400 pL

2.3

2.4
2.5

2.6
27

Pipetter 100 pL de chaque solution étalon dans des Puits ELISA 3M.

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

Etalon 3 (30 ng/mL) ppb

Etalon 4 (90 ng/mL) ppb

Etalon 5 (270 ng/mL) ppb

Pipetter 100 pL de I’échantillon extrait préparé a I’étape 1.4 dans un Puits ELISA 3M .

Incuber les Puits ELISA 3M dans un agitateur orbital réglé sur 400 tr/min & température ambiante (20 a 25 °C)
pendant 30 £ 2 minutes. Pendant cette étape, maintenir les puits couverts et a niveau pour prévenir I’évaporation.

Aprés incubation, aspirer le contenu des Puits ELISA 3M.

Remplir complétement chaque Puits ELISA 3M avec la Solution de lavage 1X et aspirer. Si le lavage est effectué
manuellement, retourner la plaque, verser/secouer le contenu des puits au-dessus d’un contenant pour déchets et
tapoter fermement les puits sur du papier absorbant pour enlever les résidus de solution de lavage. Répéter cette
étape trois fois pour un total de quatre lavages.
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2.9
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Pipetter 100 pL de Conjugué HRP Noix de Macadamia 1X dans chaque Puits ELISA 3M. 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.
Répéter les étapes 2.6 et 2.7 pour effectuer au total quatre lavages avec la Solution de lavage (1X).
Pipetter 100 pL de Solution de substrat chromogéne 3M dans chaque Puits ELISA 3M.

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.

Apreés incubation, verser 100 pL de Solution d’arrét 3M dans chaque Puits ELISA 3M et déterminer I'absorbance
(3 450 nm) dans un délai de 30 minutes.

00:30:00/température ambiante

/‘

\ L
X 100uL
4 RS
5 = B O\ A
Chromogenic ( ) €
Substrate Solution - M stop e
Solution A0

00:10:00/température ambiante
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Analyse des résultats

31

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 polynéme du second degré (quadratique) ou d’autres modéles
d’ajustement de courbes peuvent étre utilisés ; cependant, ils donneront un ajustement des données moins précis.

Calculer les concentrations des échantillons & I'aide de la courbe étalon ; I'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 pug/mL (ppm).

Caractéristiques des performances minimales

a. LaLimite de détection (LOD) analytique est de 1,1 ng/mL (ppb)
La limite de détection est définie comme la plus faible concentration d’allergéne présente dans un échantillon testé
qui peut étre distinguée d’un échantillon blanc véritable, & un niveau de probabilité spécifié®. Elle est déterminée
en ajoutant trois déviations standards a la valeur moyenne de densité optique de 36 répliques zéro standards et en
calculant la concentration correspondante.
b. La limite de quantification (LOQ) est de 0,3 ppm
La limite de quantification est définie comme la plus faible concentration d’allergéne présente dans un échantillon
testé qui peut étre raisonnablement quantifiée, a un niveau de précision spécifié®.
Précision
Précision intra-test % CV moyen =<10 % N =12
Précision inter-test % CV moyen =<10 % N =12

Spécificité et réactivité croisée
Ce test, qui détecte les protéines de noix de macadamia, a été testé sur divers échantillons pour analyser la réactivité
croisée (Tableau 3).

Tableau 3. Réactivité croisée du Kit ELISA 3M Protéine Noix de Macadamia.

Matrice d’échantillons % réactivité croisée
Farine d’amande <1%
Lait d’amande <1%
BLG <1%
Caséine bovine <1%
Lait de vache <1%
Noix du Brésil <1%
Farine de sarrasin <1%
Noix de cajou <1%
Céleri <1%
Pois chiche <1%
Farine de noix de coco <1%
Lait de noix de coco <1%
Farine de mais <1%
Parvalbumine de poisson <1%
Noisette <1%
Haricot de Lima <1%
Noix de macadamia (+)
Graine de moutarde <1%




Ovomucoide <1%
Extrait de pois <1%
Farine d’arachide <1%
Noix de pécan <1%
Pignon de pin <1%
Farine de pistache <1%
Graine de courge <1%
Pétoncle <1%
Graine de sésame <1%
Crevette <1%
Farine de sorgho <1%
Farine de soja <1%
Lait de soja <1%
Graine de tournesol <1%
Noix <1%
Références
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Gebrauchsanweisungen

Macadamianuss Protein ELISA Kit

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

Produktbeschreibung und Verwendungszweck
Das 3M™ Macadamianuss Protein ELISA Kit ist fiir das Screening auf Vorhandensein von Macadamianuss Proteinen in
Clean-in-Place-Spulwasser (CIP), Umfeldabstrichen, Lebensmittelzutaten und verarbeiteten Lebensmitteln bestimmt.

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

Das 3M Macadamianuss Protein ELISA Kit ist fiir den Gebrauch in einer Laborumgebung durch in der Labortechnik
ausgebildete Fachleute bestimmt. 3M verfiigt Gber keine Daten zur Anwendung dieses Produkts in anderen Industrien

als der Lebensmittel- und Getrankeindustrie. Zum Beispiel verfligt 3M Uber keine Daten zur Verwendung dieses Produkts
mit Pharmazeutika-, Kosmetika- oder klinischen und tiermedizinischen Proben. Das 3M Macadamianuss Protein ELISA Kit
wurde nicht mit allen moéglichen Lebensmittelprodukten, Lebensmittelprozessen und Testprotokollen gepriift.

Das 3M Macadamianuss Protein ELISA Kit enthalt 96 Mikrotiterplatten, die in Tabelle 1 beschrieben sind.
Tabelle 1. Inhalt des Sets

Artikel Kennzeichnung Vorbereitung Lagerung Stabilitat
(Weitere Informa-
tionen finden Sie im
Abschnitt ,Reagenz-
vorbereitung®)

3M™ Macadamianuss | Ein Folienbeutel Gebrauchsfertig. 2-8°Cim Folienbeutel mit
Protein ELISA- mit einer Platte mit verschlossenen unbenutzten
Mikrotiterplatten 96 entnehmbaren, Folienbeutel mit Mikrotiterplatten
antikdérperbeschichteten Trockenmittel. und Trockenmittel
Mikrotiterplatten. wieder verschlieRBen.
Lagerung bei
2-8 °C, um die

Haltbarkeit bis zum
Verfalldatum des
Sets zu erhalten.

3M™ Macadamianuss | Eine Durchstechflasche | Verdiinnen Sie 1/10 2-8 °C im Dunkeln. | Das 10x Konjugat ist
HRP-Konjugat (10x) mit 1,5 ml 10x unmittelbar vor dem bis zum Verfalldatum
Meerrettichperoxidase | Gebrauch, um eine des Sets stabil.
y \ , (HRP) Konjugierter 1x Arbeitslésung
; y Antikérper (10x). herzustellen.
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5x Verdiinner.

unmittelbar vor dem
Gebrauch, um eine
1x Arbeitslésung
herzustellen.

3M™ Macadamianuss | Eine Ampulle Siehe Abschnitt 2-8 °C. Nicht Das 3M

Protein mit bekannter ,ELISA-Verfahren® einfrieren. Macadamianuss

Standardkonzentrat Macadamianuss fur Informationen zur Protein

Proteinkonzentration. Standardvorbereitung. Standardkonzentrat

ist bis zum

_ Verfalldatum des
Sets stabil.

3M™ Verdiinner (5x) | Eine Flasche mit 50 ml Verdiinnen Sie 1/5 2-8°C Die 5x 3M

Verdiinnungslésung
ist bis zum
Verfalldatum des
Sets stabil.

3M™ Waschlésung
(20x)

Eine Flasche mit 50 ml
20x Waschlésung.

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

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

Die 20x 3M
Waschlésung ist bis
zum Verfalldatum
des Sets stabil. Die
1x Waschlésung ist
nach der Herstellung
mindestens eine
Woche lang stabil.

3MTM
Extraktionslosung
E26 (4x)

Eine Flasche mit 120 ml
4x Extraktionsldsung.

Verdiinnen Sie 1/4, um
eine 1x Arbeitslésung
herzustellen. Die
Arbeitslésung sollte
vor Gebrauch auf
50-60 °C erwarmt
werden.

2-8 °C fir die

1x Arbeitslésung
und das 4x 3M
Extraktionslésungs-
konzentrat.

Die 1x
Extraktionsldsung
und die 4x 3M
Extraktionsldsung
sind bis zum
Verfalldatum des
Sets stabil.

3M™ chromogene
Substratlésung

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

Gebrauchsfertig.

2-8 °C im Dunkeln.

Vor Licht schitzen.
Die 3M chromogene
Substratlésung ist
bis zum Verfalldatum
des Sets stabil.

3M™ Stopplésung

Eine Flasche mit 12 ml
0,3 M Schwefelsaure.

Gebrauchsfertig.

2-8°C

Die 3M Stopplosung
ist bis zum
Verfalldatum des
Sets stabil.

Material nicht im Lieferumfang des Sets enthalten:

Testrohrchen

Timer

Vortexmischer
Schittelwasserbad oder Schiittelinkubator
Orbitalschittler

Mikrotiterplatten-Washer/Aspirator
Destilliertes oder entionisiertes Wasser
Mikrotiterplattenleser

Laborutensilien zur Herstellung von Reagenzien und Pufferlésungen

Prazisionspipetten und Pipettenspitzen zum Aufnehmen von 10 bis 100 pl
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Sicherheit

Der Anwender sollte alle Sicherheitshinweise in den Anweisungen zum 3M Macadamianuss Protein ELISA Kit lesen,
verstehen und befolgen. Bewahren Sie diese Sicherheitshinweise auf, um spéater auf sie zuriickgreifen zu kénnen.

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

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

A WARNUNG

Zur Verringerung der mit der Exposition gegeniiber Chemikalien verbundenen Risiken:

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

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

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

e  Vermeiden Sie Hautkontakt mit der 3M Stopplésung, siehe Sicherheitsdatenblatt fir zusatzliche
Sicherheitsinformationen.

Um die Risiken eines falsch negativen Ergebnisses, die zur Freigabe eines kontaminierten Produkts fiihren wiirden,

zu vermeiden:

° Lagern Sie das 3M Macadamianuss Protein ELISA Kit wie auf der Packung und in den Gebrauchsanweisungen
angegeben.

e  Verwenden Sie das 3M Macadamianuss Protein ELISA Kit fur 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.
3M verfligt Giber keine Daten zur Anwendung des 3M Macadamianuss Protein ELISA Kits in anderen Industrien
als der Lebensmittel- und Getrankeindustrie. Zum Beispiel verfligt 3M (ber 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 3M Macadamianuss Protein ELISA Kit immer vor Ablauf des Verfalldatums.
° Bereiten Sie Arbeitslésungen mit den konzentrierten Reagenzien des 3M Macadamianuss Protein ELISA Kits immer
bei 20-25 °C zu.
Frieren Sie das 3M Macadamianuss Protein Standardkonzentrat nicht ein.
Verwenden Sie die chromogene Substratlésung nicht, wenn sie blau gefarbt ist. Befolgen Sie die guten
Laborpraktiken,' um eine Kreuzkontamination der 3M chromogenen Substratlésung zu vermeiden.

HINWEIS

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

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

° Behandeln Sie die 3M Macadamianuss Protein Standardreihen gemaR den guten Laborpraktiken', um eine
Kreuzkontamination der Proben zu vermeiden.

Weitere Informationen sind dem Sicherheitsdatenblatt zu entnehmen.

Wenn Sie Informationen lber ein bestimmtes Produkt wiinschen, besuchen Sie unsere Website auf
www.3M.com/foodsafety oder wenden Sie sich an den lokalen 3M-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.3M.com/foodsafety oder
wenden Sie sich an lhren lokalen 3M Verkaufsvertreter oder Handler.

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

Bei der Auswahl einer Testmethode ist zu beachten, dass externe Faktoren wie Probennahme, Testprotokolle,
Probenaufbereitung, Handhabung und Labortechnik die Ergebnisse beeinflussen kénnen. Die Lebensmittelprobe selbst
kann die Ergebnisse beeinflussen.
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Bei der Auswahl der Testmethode oder des Testprodukts obliegt es dem Anwender, eine ausreichende Anzahl an Proben
auszuwerten, um zu bestatigen, dass die ausgewahlte Testmethode die Kriterien des Anwenders erfiillt.

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

Wie bei allen Testmethoden stellen die mit 3M Lebensmittelsicherheitsprodukten erhaltenen Ergebnisse keine Garantie
fir 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 3M 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 3M

Food Safety als defekt herausstellen, wird es von 3M oder einem autorisierten Vertragshéndler nach eigenem Ermessen
ersetzt oder der Kaufpreis zuriickerstattet. Gewahrleistungsanspriiche bestehen nicht. Sie sind verpflichtet, 3M umgehend
innerhalb von sechzig Tagen, nachdem die mutmaRlichen Defekte am Produkt festgestellt wurden, davon zu informieren
und das Produkt an 3M zuriickzusenden. Bitte rufen Sie dazu den Kundenservice (1-800-328-1671in den USA) oder Ihren
autorisierten Vertreter fiir 3M Mikrobiologieprodukte an und sprechen Sie mit ihm tiber die Riicksendung der Ware.

3M Haftungsbeschrankungen

3M 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 Gibersteigt die Haftung der 3M den Kaufpreis des angeblich defekten Produkts.

Lagerung und Entsorgung
Bewahren Sie die Komponenten des 3M Macadamianuss Protein ELISA Kits bei 2—8 °C auf. Nicht einfrieren. Bewahren
Sie verdiinnte Arbeitslésungen wie in Tabelle 1 beschrieben auf.

Die Komponenten des 3M Macadamianuss 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. 3M Extraktionslésung

Um 1x Extraktionslésung herzustellen, fiigen Sie einen Teil 3M Extraktionslésung (4x) hinzu und verdiinnen Sie ihn
mit drei Teilen entionisiertem oder destilliertem Wasser. Erwarmen Sie die Extraktionsldsung (1x) vor Gebrauch im
Wasserbad oder Schuttelinkubator auf 50-60 °C. Fiir jede Probe werden 4,5 ml 1x Extraktionslésung benétigt.

b. 3M Verdiinnungslésung

Um 1x Verdiinnungsldsung herzustellen, fiigen Sie einen Teil 3M Verdiinner (5x) hinzu und verdiinnen Sie ihn mit
vier Teilen entionisiertem oder destilliertem Wasser. Fir jede Probe werden 4,5 ml 1x Verdiinnungslésung benétigt.

c. 3M Waschlésung

Um 1x Waschlésung herzustellen, fligen Sie einen Teil 3M Waschlésung (20x) hinzu und verdiinnen Sie sie mit
19 Teilen entionisiertem oder destilliertem Wasser. Fiir jede 3M ELISA-Mikrotiterplatte werden etwa 2,5 ml 1x
Waschlésung benétigt.

Hinweis: Wenn die 3M Waschlésung (20x) bei 2—-8 °C gelagert wird, kann es zur Bildung von Kristallen kommen.
Um Kristalle aufzulésen, erwarmen Sie die 3M Waschlésung (20x) vor der Herstellung der Waschlésung (1x) in
einem Wasserbad oder einem Inkubator auf 30 bis 35 °C.

d. 3M Macadamianuss HRP-Konjugat

Um 1x Macadamianuss HRP-Konjugat herzustellen, fiigen Sie einen Teil 3M Macadamianuss HRP-Konjugat (10x)
hinzu und verdiinnen Sie es mit 9 Teilen 1x Verdiinnungslésung. Erst kurz vor Gebrauch zubereiten. Fiir jede 3M
ELISA-Mikrotiterplatte werden 100 pl 1x Macadamianuss HRP-Konjugat benétigt.

4
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Vorbereiten der Probe

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

11 Bereiten Sie die Probe fir die Proteinextraktion in einem sauberen Testrohrchen oder einem Einwegréhrchen wie in
Tabelle 2 beschrieben vor.

Tabelle 2. Vorbereiten der Probe

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 Figen Sie 4,5 + 0,09 ml vorgewarmte 1x
Extraktionslosung hinzu

Clean-in-Place-Sptilwasser (CIP) 0,5+ 0,01 ml Flgen Sie 4,5 + 0,09 ml vorgewarmte 1x
Extraktionslésung hinzu

Fest

|

\ | os, @ ¥
U> o 4.5 mL1X

Extraction buffer

Flissig

=
. S
0.5mL 4.5 mL1X

Extraction buffer

CIpP

0.5 mL 4.5 mL 1X
Extraction buffer

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

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 kdnnen.

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

3000 g/00:0030

100ul

ELISA-Verfahren
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Entnehmen Sie eine 3M ELISA-Mikrotiterplatte pro Probe und/oder Standardreihe und stellen Sie die Tests in

den Mikrotiterplattenhalter. Geben Sie die unbenutzten 3M 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 3M Macadamianuss Protein Standardkonzentrats eine flinfteilige Standardreihe her,

die in Verdiinnungslésung (1x) verdiinnt ist.

Standardreihennummer | Standardkonzentration | Volumen des zum 1x Verdiinner Volumen der 1x
(ng/ml) hinzugefiigten Standards Verdiinnungslésung
5 270 10 pl 3M Macadamianuss 990 ul
Protein Standardkonzentrat

4 90 200 pl von 400 pl
Standardreihennummer 5

3 30 200 pl von 400 pl
Standardreihennummer 4

2 10 200 pl von 400 pl
Standardreihennummer 3

1 3,33 200 pl von 400 pl
Standardreihennummer 2

0 0] 0 400 pl

2.3 Ubertragen Sie mit einer Pipette 100 pl aus jeder Standardreihe in die 3M ELISA-Mikrotiterplatten.

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

2.4 Ubertragen Sie mit einer Pipette 100 pl der in 1.4 hergestellten extrahierten Probe in eine 3M ELISA-Mikrotiterplatte.

2.5

Inkubieren Sie 3M ELISA-Mikrotiterplatten bei Raumtemperatur (20-25 °C) und 400 U/min fiir 30 £ 2 Minuten in
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27

2.8

29
210
21

212

(Deutsch) ﬁ H

einem Orbitalschiittler. Halten Sie die Mikrotiterplatten wahrend dieses Schritts bedeckt und waagerecht, um eine
Verdunstung zu verhindern.

Aspirieren Sie nach der Inkubation den Inhalt der 3M ELISA-Mikrotiterplatten.

Befiillen Sie jede 3M ELISA-Mikrotiterplatte vollstandig mit 1x Waschlésung und aspirieren Sie sie. Wenn das
Waschen manuell durchgefiihrt wird, drehen Sie die Platte um, schiitten Sie den Inhalt in einen Abfallbehalter
und klopfen Sie die Mikrotiterplatte kraftig auf absorbierendes Papier, um Waschlésungsreste zu entfernen.
Wiederholen Sie diesen Schritt dreimal fir insgesamt vier Waschen.

Ubertragen Sie mit einer Pipette 100 pl 1x Macadamianuss HRP-Konjugat in jede 3M ELISA-Mikrotiterplatte.
Inkubieren Sie sie bei Raumtemperatur und 400 U/min fir 10 £ 2 Minuten in einem Orbitalschiittler. Halten Sie die
Mikrotiterplatte wahrend dieses Schritts bedeckt und waagerecht.

Wiederholen Sie die Schritte 2.6 und 2.7, um insgesamt vier Waschungen mit Waschldsung (1x) durchzufiihren.
Ubertragen Sie mit einer Pipette 100 ul 3M chromogene Substratlésung (TMB) in jede 3M ELISA-Mikrotiterplatte.

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.

Geben Sie nach der Inkubation 100 pl 3M Stopplésung in jede 3M ELISA-Mikrotiterplatte und bestimmen Sie
innerhalb von 30 Minuten (bei 450 nm) die Extinktion (Bei 450 nm fiir 30 Minuten.)

g ‘\ .
\ (@

00:10:00/Raumtemperatur
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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 kdnnen 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 auRerhalb 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 1,1 ng/ml (ppb)
Die Nachweisgrenze ist definiert als die niedrigste Konzentration des Allergens in einer Testprobe, die bei einer
bestimmten Wahrscheinlichkeit von einer echten Blindprobe unterschieden werden kann.® Sie wird durch Addieren
von drei Standardabweichungen zum mittleren optischen Dichtewert von sechsunddreillig Standard-Null-
Wiederholungen und Berechnen der entsprechenden Konzentration bestimmt.
b. Die Bestimmungsgrenze liegt bei 0,3 ppm
Die Bestimmungsgrenze ist definiert als die niedrigste Konzentration des Allergens in einer Testprobe, die bei
einem festgelegten Genauigkeitsgrad quantifiziert werden kann.®
Prazision
Intra-Assay-Prazision Durchschnitt %CV = <10 % N=12
Intra-Assay-Prazision Durchschnitt %CV = <10 % N=12

Spezifitat und Kreuzreaktivitat
Dieser Test erkennt Macadamianuss Protein und wurde mit verschiedenen Proben auf Kreuzreaktivitat getestet (Tabelle 3).

Tabelle 3. Kreuzreaktivitat des 3M Macadamianuss Protein ELISA Kits.

Matrixprobe % Kreuzreaktivitat
Mandelmehl <1%
Mandelmilch <1%
BLG <1%
Rindercasein <1%
Kuhmilch <1%
Paranuss <1%
Buchweizenmehl <1%
Cashewnuss <1%




Sellerie <1%
Kichererbse <1%
Kokosnussmehl <1%
Kokosmilch <1%
Maismehl <1%
Fisch-Parvalbumin <1%
Haselnuss <1%
Limabohne <1%
Macadamianuss (+)
Senfsamen <1%
Ovomucoid <1%
Erbsenextrakt <1%
Erdnussmehl <1%
Pekannuss <1%
Pinienkern <1%
Pistazienmehl <1%
Kiirbissamen <1%
Jakobsmuschel <1%
Sesamsamen <1%
Garnele <1%
Sorghum-Mehl <1%
Sojamehl <1%
Sojamilch <1%
Sonnenblumenkerne <1%
Walnuss <1%
Referenzen
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Istruzioni sul prodotto

Kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce macadamia

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

Descrizione del prodotto e uso previsto

Il kit ELISA 3M™ per la rilevazione delle proteine di noce macadamia ¢ indicato per la rilevazione delle proteine di noce
macadamia nell'acqua di risciacquo finale nei processi Clean in Place (CIP), nei campioni di tamponi ambientali, negli
ingredienti alimentari e nei prodotti alimentari trattati.

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

Il kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce macadamia 3M deve essere utilizzato in laboratorio da professionisti
che conoscono le tecniche di laboratorio. 3M non ha documentato I'utilizzo del presente prodotto in settori diversi da
quello alimentare e delle bevande. Ad esempio, 3M non ha documentato il presente prodotto per I'analisi su campioni di
tipo farmaceutico, cosmetico, clinico o veterinario. Il kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce macadamia 3M non
& stato valutato con tutti i prodotti alimentari, i processi alimentari e i protocolli di test possibili.

Il kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce macadamia 3M 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 3M™ | Una sacca di alluminio con Pronto all'uso. 2-8 °C nella Sacca di alluminio
per la rilevazione una piastra di 96 pozzetti sacca di risigillabile
delle proteine di noce | rimovibili rivestiti di anticorpi. alluminio contenente
macadamia sigillata con essiccante e
essiccante. pozzetti inutilizzati.
Conservare a 2-8 °C
per mantenere una
stabilita adeguata
fino alla data di
scadenza del kit.
Coniugato HRP di Una fiala contenente 1,5 ml Diluire 1/10 appena 2-8 °C al riparo | Il coniugato 10X &
noce macadamia di anticorpo coniugato a prima dell'uso dalla luce. stabile fino alla data
3M™ (10X) perossidasi del rafano (HRP) | per ottenere una di scadenza del kit.
10X (10X). soluzione di lavoro 1X.
2 N
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Concentrato standard | Una fiala contenente una Fare riferimento 2-8 °C. Non Il concentrato
di proteine di noce concentrazione di proteina di | alla sezione congelare. standard di proteine
macadamia 3SM™ noce macadamia nota. Procedura ELISA di noce macadamia
per la preparazione 3M é stabile
_ standard. fino alla data di
scadenza del kit.
Diluente 3M™ (5X) Un flacone contenente 50 ml | Diluire 1/5 appena 2-8°C La soluzione
di diluente 5X. prima dell'uso diluente 3M 5X &
per ottenere una stabile fino alla data
soluzione di lavoro 1X. di scadenza del kit.
Soluzione di lavaggio | Un flacone contenente 50 ml | Diluire 1/20 per 2-8 °C sia per | La soluzione di
3M™ (20X) di soluzione di lavaggio 20X. [ ottenere una la soluzione lavaggio 3M 20X
soluzione di lavoro 1X. | di lavoro & stabile fino alla
1X sia per il data di scadenza del
concentrato kit. La soluzione di
di soluzione di | lavaggio 1X ¢ stabile
lavaggio 20X. | per almeno una
_ settimana in seguito
alla preparazione.
Tampone di Un flacone contenente 120 ml | Diluire 1/4 per 2-8 °C sia per | Il tampone di
estrazione BM™ E26 | di tampone di estrazione 4X. | ottenere una la soluzione estrazione 1X
(4X) soluzione di lavoro di lavoro e il tampone di
1X. La soluzione di 1X sia per il estrazione 3M 4X
lavoro dovra essere concentrato sono stabili fino alla
riscaldata a 50-60 °C | di tampone di data di scadenza del
prima dell'uso. estrazione 3M | kit.
4xX.
Soluzione di substrato | Un flacone contenente 12 ml | Pronto all'uso. 2-8 °C al riparo | Proteggere dalla
cromogenico 3M™ di 3,3,5,5"-tetrametilbenzidina dalla luce. luce. La soluzione
(TMB). di substrato
cromogenico 3M &
_ 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
3M™ di acido solforico 0,3 M. arresto 3M é stabile
fino alla data di
_ scadenza del kit.

Materiali non forniti nel kit:

Sistema a bagnomaria a scuotimento o incubatore a scuotimento
Agitatore orbitale

e  Pipette di precisione e puntali per pipetta per raccogliere da 10 a 100 pl

e  Provette di test

e Lavatrice/aspiratore della piastra di microtitolazione

e  Acqua distillata o deionizzata

e  Sistema di lettura per piastre di microtitolazione

e  Attrezzature da laboratorio assortite per la preparazione di reagenti e soluzioni tampone
e Timer

e Vortex

[}

[}
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Sicurezza

L'utente é tenuto a leggere, comprendere e seguire tutte le informazioni per la sicurezza contenute nelle istruzioni
relative al kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce macadamia 3M. Conservare le istruzioni di sicurezza per
poterle consultare in futuro.

A\ AVVERTENZA: indica una situazione pericolosa che, se non evitata, potrebbe provocare la morte o lesioni gravi e/o
danni materiali.

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

A AVVERTENZA

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

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

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

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

° Evitare il contatto cutaneo con la soluzione di arresto 3M; consultare la scheda di sicurezza per ulteriori
informazioni sulla sicurezza.

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

e  Conservare il kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce macadamia 3M come indicato sulla confezione e
nelle istruzioni sul prodotto.

° Utilizzare il kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce macadamia 3M 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.
3M non ha documentato I'utilizzo del kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce macadamia 3M in settori
diversi da quello alimentare e delle bevande. Ad esempio, 3M non ha documentato il presente prodotto per I'analisi
su campioni di tipo farmaceutico, cosmetico, clinico o veterinario.

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

° Utilizzare sempre il kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce macadamia 3M entro la data di scadenza.

° Preparare sempre le soluzioni di lavoro utilizzando i reagenti concentrati del kit ELISA per la rilevazione delle
proteine di noce macadamia 3M a una temperatura di 20-25 °C.
Non congelare il concentrato standard di proteine di noce macadamia 3M.
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 3M.

AVVISO

Per ridurre i rischi associati a risultati non precisi:

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

° Gestire gli standard di proteine di noce macadamia 3M 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.3M.com/foodsafety o contattare il distributore o il rappresentante 3M 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.3M.com/foodsafety o contattare il distributore o il rappresentante 3M di zona per ulteriori informazioni.

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.
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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 3M 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, 3M 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 3M Sicurezza alimentare sia difettoso, 3M 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. Si dovra avvisare immediatamente 3M entro sessanta giorni dal riscontro di
eventuali difetti sospetti nel prodotto, provvedendo a rispedirlo a 3M. Chiamare il servizio clienti (negli USA:
1-800-328-1671) o rivolgersi al rappresentante autorizzato della Sicurezza alimentare 3M per ottenere |'Autorizzazione
alla restituzione del prodotto.

Limitazione di responsabilita da parte di 3M

3M 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 3M andra oltre il prezzo d'acquisto del prodotto presunto difettoso.

Conservazione e smaltimento
Conservare il contenuto del kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce macadamia 3M a 2-8 °C. Non congelare.
Conservare le soluzioni di lavoro diluite come descritto nella Tabella 1.

| componenti del kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce macadamia 3M 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 3M

Per preparare il tampone di estrazione 1X, aggiungere una parte di tampone di estrazione 3M (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 3M

Per preparare la soluzione diluente 1X, aggiungere una parte di diluente 3M (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 3M

Per preparare la soluzione di lavaggio 1X, aggiungere una parte di soluzione di lavaggio 3M (20X) a 19 parti di
acqua deionizzata o distillata. Ciascun pozzetto ELISA 3M richiede circa 2,5 ml di soluzione di lavaggio 1X.

Nota: quando la soluzione di lavaggio 3M (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 3M (20X) a 30-35 °C in un
sistema a bagnomaria o in un incubatore prima di preparare la soluzione di lavaggio (1X).

d. Coniugato HRP di noce macadamia 3M

Per preparare il coniugato HRP di noce macadamia 1X, aggiungere una parte di coniugato HRP di noce macadamia
3M (10X) e diluirla in 9 parti di soluzione diluente 1X. Preparare subito prima dell'uso. Ciascun pozzetto ELISA 3M
richiede 100 pl di coniugato HRP di noce macadamia 1X.
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Preparazione del campione

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

11 Preparare il campione per I'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)
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
Clean in Place (CIP) preriscaldato

Solido

|
i

\ | os, @ ¥
U> o 4.5 mL1X

Extraction buffer

Liquido

=
. S
0.5mL 4.5 mL1X

Extraction buffer
[ ]

CIpP

0.5 mL 4.5 mL 1X
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 17100 del
campione originale).
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Rimuovere un pozzetto ELISA 3M per campione e/o standard e posizionare i pozzetti nel portapozzetti. Riporre i

pozzetti ELISA 3M nel sacchetto d'alluminio, quindi risigillare quest'ultimo e conservarlo nuovamente a 2-8 °C.

2.2 Utilizzando il concentrato standard di proteine di noce macadamia 3M, preparare un set di cinque standard diluiti

nella soluzione diluente (1X).

Numero standard Concentrazione standard Volume dello standard Volume della soluzione
(ng/ml) aggiunto a diluente 1X diluente 1X
5 270 10 pl del concentrato standard 990 pl
di proteine di noce macadamia
3M
4 90 200 pl di standard numero 5 400 pl
3 30 200 pl di standard numero 4 400 pl
2 10 200 pl di standard numero 3 400 pl
1 3,33 200 pl di standard numero 2 400 pl
0 0 0 400 pl

2.3

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

2.4
2.5

Pipettare 100 pl di ciascuno standard nei pozzetti ELISA 3M.

Pipettare 100 ul del campione estratto preparato nel passaggio 1.4 in un pozzetto ELISA 3M.
Incubare pozzetti ELISA 3M su un set di agitatori orbitali a 400 rpm a temperatura ambiente (20-25 °C) per

30 = 2 minuti. Durante questa fase, mantenere i pozzetti coperti e diritti al fine di evitare la relativa evaporazione.

2.6

Dopo l'incubazione, aspirare il contenuto dei pozzetti ELISA 3M.
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2.7 Riempire completamente ciascun pozzetto ELISA 3M con la soluzione di lavaggio 1X, quindi procedere con
I'aspirazione. Se il lavaggio viene eseguito manualmente, invertire la piastra e versare/agitare il relativo contenuto
in un contenitore per rifiuti, quindi sbattere energicamente i pozzetti su un panno di carta assorbente al fine di
rimuovere la soluzione di lavaggio residua. Ripetere questo passaggio per tre volte per un totale di quattro lavaggi.

2.8 Pipettare 100 pl di coniugato HRP di noce macadamia 1X in ciascun pozzetto ELISA 3M. 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).
210 Pipettare 100 pl di soluzione di substrato cromogenico 3M (TMB) in ciascun pozzetto ELISA 3M.

211 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.

212 Dopo l'incubazione, aggiungere 100 pl di soluzione di arresto 3M a ciascun pozzetto ELISA 3M e determinare
I'assorbanza (a 450 nm) nell'arco di 30 minuti.

100ul

00:30:00/temperatura ambiente

00:10:00/temperatura ambiente
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3.2

3.3

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

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

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

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

Caratteristiche minime di funzionamento

a. Il limite di rilevazione (LOD) analitico & 1,1 ng/ml (ppb)
I limite di rilevazione & definito come la concentrazione minima dell'allergene in un campione di test che puo
essere distinto da un campione vuoto a un livello di probabilita specificato®. Esso & determinato aggiungendo
tre deviazioni standard al valore di densita ottica medio di trentasei replicati zero standard e calcolando la
concentrazione corrispondente.
b. Il limite di quantificazione (LOQ) & 0,3 ppm
Il limite di quantificazione & definito come il livello minimo dell'allergene in un campione di test che puo essere
ragionevolmente quantificato a un livello di precisione specificato®.
Precisione
Precisione nell'ambito dello stesso % di CV media = <10% N=12
dosaggio
Precisione tra un dosaggio e l'altro % di CV media = <10% N=12

Specificita e reattivita crociata
Questa analisi riconosce la proteina della noce macadamia ed é stata testata prendendo come riferimento diversi
campioni per la valutazione della reattivita crociata (Tabella 3).

Tabella 3. Reattivita crociata del kit ELISA per la rilevazione delle proteine di noce macadamia 3M.

Campione matrice % di reattivita crociata
Farina di mandorle <1%
Latte di mandorla <1%
BLG <1%
Caseina bovina <1%
Latte bovino <1%
Noce brasiliana <1%
Farina di grano saraceno <1%




Anacardo <1%
Sedano <1%
Cece <1%
Farina di cocco <1%
Latte di cocco <1%
Farina di mais <1%
Parvalbumina del pesce <1%
Nocciola <1%
Fagiolo di Lima <1%
Noce macadamia +)
Seme di senape <1%
Ovomucoide <1%
Estratto di piselli <1%
Farina di arachidi <1%
Noce pecan <1%
Pinolo <1%
Farina di pistacchio <1%
Seme di zucca <1%
Capasanta <1%
Seme di sesamo <1%
Gambero <1%
Farina di sorgo <1%
Farina di soia <1%
Latte di soia <1%
Seme di girasole <1%
Noce <1%
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Fecha de emision: 2017-11

Kit ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia

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

Descripcion del producto y uso previsto

El Kit ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia 3M™ est4 disefiado para la detecciéon de proteinas de nuez de
Macadamia en el agua de lavado final del sistema cerrado de limpieza (CIP, por sus siglas en inglés), las muestras de
hisopado ambiental, ingredientes para producir alimentos y productos alimenticios procesados.

Instrucciones del Producto

El Kit ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia 3M usa una prueba ELISA sandwich. Las proteinas de nuez de
Macadamia presentes en la muestra reaccionan con el anticuerpo anti-nuez de Macadamia, que se ha absorbido en la
superficie de los pocillos de microtitulacién de poliestireno. Después de remover las proteinas libres mediante lavado,
se afiaden los anticuerpos anti-nuez de Macadamia conjugados con peroxidasa de rabano (HRP, por sus siglas en
inglés). Estos anticuerpos marcados con enzimas forman complejos con la proteina de nuez de Macadamia previamente
unida. Después de un segundo paso de lavado, la enzima unida al inmunoabsorbente se detecta mediante la adicidn

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

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

El Kit ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia 3M esté previsto para su uso en laboratorios por profesionales
capacitados en el empleo de técnicas de laboratorio. 3M no documenté el uso de este producto en otras industrias que
no sean la alimentaria o la de bebidas. Por ejemplo, 3M no documenté este producto para el anélisis de muestras clinicas,
veterinarias, cosméticas o farmacéuticas. No se evalué el Kit ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia 3M con todos
los posibles productos alimenticios, procesos de alimentos y protocolos de prueba.

El Kit ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia 3M contiene 96 pocillos descritos en la Tabla 1.
Tabla 1. Componentes del kit

Identificacién Preparacion Almacenamiento | Estabilidad
(consulte la seccion
Preparacion de
Reactivos para
obtener informacién

detallada)

Articulo

Pocillos del Kit ELISA | Una bolsa metélica con Listo para usar. Auna Vuelva a sellar la
para Proteina de Nuez | una placa de 96 pocillos temperatura de bolsa metalica
de Macadamia 3M™ | removibles revestidos con entre 2°Cy 8°C | con los pocillos

sin utilizary

el desecante.
Almacene entre
2°Cy8°C

para mantener

la estabilidad

hasta la fecha de
vencimiento del kit.

en una bolsa
metaélica sellada
con desecante.

anticuerpos.

2 N

(HRP) 10X.

de usar para preparar
una solucién de
trabajo 1X.

en la oscuridad.

3M™ Conjugado de | Unvial con 1,5 mL de Diluya en una Auna El conjugado
Nuez de Macadamia | anticuerpo conjugado (10X) | proporcién de 1/10 temperatura de 10X es estable
HRP (10X) de peroxidasa de rabano inmediatamente antes | entre 2 °C y 8 °C | hasta la fecha de

vencimiento del kit.
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Concentrado
Estandar de
Proteina de Nuez de
Macadamia 3M™

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

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

Auna
temperatura de

entre 2°Cy 8 °C.

No congelar.

El concentrado
Estandar de
Proteina de Nuez
de Macadamia

3M es estable
hasta la fecha de
vencimiento del kit.

3M™ Diluyente (5X) | Un frasco con 50 mL de Diluya en una Auna La 3M Solucién
Diluyente 5X. proporcién de 1/5 temperatura de Diluyente 5X es
inmediatamente antes | entre 2 °C y 8 °C | estable hasta
de usar para preparar la fecha de
una soluciéon de vencimiento del kit.
trabajo 1X.
Solucién de Lavado Un frasco con 50 mL de Diluya 1/20 para Auna La Solucién
3M™ (20X) Solucién de Lavado 20X. preparar una solucién | temperatura de Lavado 3M
de trabajo 1X. de entre 2 °C 20X es estable
y 8 °C tanto hasta la fecha de
para la solucion | vencimiento del
de trabajo 1X kit. La Solucién de

como para el
concentrado de
la Soluciéon de
Lavado 20X.

Lavado 1X es estable
durante al menos
una semana desde
la preparacion.

3M™ Solucién
Amortiguadora de
Extraccién E26 (4X)

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

Diluya 1/4 para
preparar una solucién
de trabajo 1X. La
solucién de trabajo se
debe calentar hasta
50 °C 0 60 °C antes
de su uso.

Almacene tanto
para la solucién
de trabajo

1X como el
concentrado de
la 3M Solucién
Amortiguadora
de Extraccién
4X auna
temperatura de

La Solucién
Amortiguadora

de Extraccion 1X

y la 3M Solucién
Amortiguadora

de Extraccion

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

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

en la oscuridad.

Cromogénico

es estable hasta

la fecha de
vencimiento del kit.

3M™ Solucién de
Paro

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

Listo para usar.

Auna
temperatura de
entre2°Cy8°C

La 3M Solucién

de Paro es estable
hasta la fecha de
vencimiento del kit.

Materiales no incluidos en el kit:

Temporizador

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

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

Seguridad
El usuario debe leer, comprender y respetar toda la informacion de seguridad que se incluye en las instrucciones del Kit
ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia 3M. Guarde las instrucciones de seguridad como referencia en el futuro.

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

° 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 3M Solucién de Paro tenga contacto con la piel, consulte la Hoja de Datos de Seguridad para conocer
informacidn de seguridad adicional.

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

contaminado:

e  Almacene el Kit ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia 3M como se indica en el embalaje y en las
instrucciones del producto.

° Use el Kit ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia 3M 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.
3M no documento el uso del Kit ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia 3M en otras industrias que no sean
la alimentaria o la de bebidas. Por ejemplo, 3M 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:

e  Siempre use el Kit ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia 3M antes de la fecha de vencimiento.

e  Siempre prepare las soluciones de trabajo usando los reactivos concentrados del Kit ELISA para Proteina de Nuez
de Macadamia 3M a una temperatura entre 20 °C y 25 °C.

No congele el Concentrado Estandar de Proteina de Nuez de Macadamia 3M.

Si la Soluciéon de Sustrato Cromogénico se vuelve azul, no la use. Siga las Buenas Practicas de Laboratorio' para
evitar la contaminacion cruzada de la 3M Solucién de Sustrato Cromogénico.

ATENCION

Para reducir los riesgos relacionados con resultados incorrectos:

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

° Manipule los Estandares de Proteina de Nuez de Macadamia 3M siguiendo las Buenas Practicas de Laboratorio'
para evitar la contaminacién cruzada de las muestras.

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

Si desea obtener informacion sobre la documentacién del desempeiio del producto, visite nuestro sitio web en
www.3M.com/foodsafety o comuniquese con su representante o distribuidor local de 3M.

Responsabilidad del usuario

Los usuarios son responsables de familiarizarse con las instrucciones e informacién del producto. Visite nuestro sitio
web en www.3M.com/foodsafety o pdngase en contacto con su representante o distribuidor local de 3M para obtener
mas informacion.
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Como sucede con todos los métodos utilizados para el anélisis 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 preparacidn 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 3M 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, 3M 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 3M Food Safety es defectuoso, 3M o su distribuidor autorizado reemplazara el producto o reembolsara

el precio de compra del producto, a su eleccidn. Estos son sus recursos exclusivos. Debera notificar inmediatamente a
3M en un lapso de sesenta dias a partir del descubrimiento de cualquier sospecha de defecto en un producto y devolver
dicho producto a 3M. Llame a Atencién al Cliente (1-800-328-1671 en los EE. UU.) o a su representante oficial de 3M
Food Safety para obtener una Autorizacién de devolucién de productos.

Limitaciéon de la responsabilidad de 3M

3M 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 3M conforme a ninguna teoria legal excedera el precio de compra del producto supuestamente
defectuoso.

Almacenamiento y desecho
Almacene todos los componentes del Kit ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia 3M a una temperatura de entre
2 °Cy 8 °C. No congelar. AlImacene las soluciones de trabajo diluidas como se describe en la Tabla 1.

Los componentes del Kit ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia 3M no se deben usar después de su fecha de
vencimiento. La fecha de vencimiento y el nimero de lote estan impresos en la etiqueta externa de la caja.

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

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

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

a. 3M Solucion Amortiguadora de Extraccién

Para preparar una Solucién Amortiguadora de Extraccion 1X, afiada una parte de 3M Solucién Amortiguadora de
Extraccion (4X) y diltyala en tres partes de agua desionizada o destilada. Precaliente la Solucion Amortiguadora de
Extraccion (1X) a una temperatura de entre 50 °C y 60 °C en un bafio de agua o en una incubadora con agitacion
antes de su uso. Cada muestra requiere 4.5 mL de Solucién Amortiguadora de Extraccién 1X.

b. 3M Solucién Diluyente

Para preparar una Solucién Diluyente 1X, aflada una parte de 3M Diluyente (5X) a cuatro partes de agua
desionizada o destilada. Cada muestra requiere un total de 4.5 mL de Solucién Diluyente 1X.

c. Solucién de Lavado 3M

Para preparar una Solucién de Lavado 1X, afiada una parte de Solucién de Lavado 3M (20X) a 19 partes de agua
desionizada o destilada. Cada pocillo 3M ELISA requiere aproximadamente 2.5 mL de Solucién de Lavado 1X.

Nota: Se puede producir la formacién de cristales en la Solucién de Lavado 3M (20X) cuando se la almacena a
una temperatura de entre 2 °C y 8 °C. Para disolver los cristales, caliente la Solucion de Lavado 3M (20X) a una
temperatura de entre 30 °C y 35 °C en un bafio de agua o incubadora antes de preparar la Solucién de Lavado (1X).
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d. 3M Conjugado de Nuez de Macadamia HRP

Para preparar el Conjugado de Nuez de Macadamia HRP 1X, afiada una parte del Conjugado de Nuez de
Macadamia HRP 3M (10X) y diliyalo en 9 partes de la Solucién Diluyente 1X. Prepéarelos inmediatamente antes de
su uso. Cada Pocillo ELISA 3M requiere 100 pyL de Conjugado de Nuez de Macadamia 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.

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

Tabla 2. Preparacion de la muestra

Matriz de la muestra Tamaiio de la Dilucién (1/10)
muestra

Alimentos sélidos 0,5g+0,02g [Anada4,5mL* 0,09 mL de Solucién Amortiguadora de

Extraccién 1X precalentada

Alimentos liquidos 0,5mL= Anada 4,5 mL = 0,09 mL de Solucién Amortiguadora de
0,01 mL Extraccién 1X precalentada

Agua de lavado final de la limpieza in situ | 0,5 mL * Anada 4,5 mL £ 0,09 mL de Solucion Amortiguadora de

(CIP) 0,01 mL Extraccién 1X precalentada

Solido
s -
==
A

] il ’
U> v 4.5 mL 1X

Extraction buffer

Liquido

=
. S
0.5mL 4.5 mL1X

Extraction buffer

CIpP

0.5 mL 4.5 mL 1X
Extraction buffer

1.2 Incube las muestras diluidas en un bafio de agua con agitacidén o en una incubadora con agitacién 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 afiddalos a 900 pL de la Solucién Diluyente (1X). Use un generador de
vértice o agite para mezclarlo bien. (Esto corresponde a una dilucién 1/100 de la muestra original).
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50-60 °C
00.25:00 »

3000 g/00:0030

100ul

Procedimiento ELISA
21

Retire un Pocillo 3M ELISA por muestra o estandar y coloque los pocillos en el soporte. Vuelva a colocar los

Pocillos 3M ELISA que no fueron utilizados en la bolsa metalica, vuelva a sellarla y guardela a una temperatura de

entre 2°Cy 8 °C.

2.2 Utilizando el Concentrado Estandar para Proteina de Nuez de Macadamia 3M, prepare un conjunto de cinco

estéandares diluidos en la Solucién Diluyente (1X).

Ndmero del Concentracion del Estandar Volumen del estandar Volumen de la solucién
Estandar (ng/mL) agregado al Diluyente 1X Diluyente 1X
5 270 10 pL del Concentrado Estandar 990 uL
de Proteina de Nuez de
Macadamia 3M
4 90 200 pL del estandar nimero 5 400 pL
3 30 200 pL del estdndar nimero 4 400 pL
2 10 200 pL del estandar nimero 3 400 pL
1 3,33 200 pL del estandar nimero 2 400 pL
0 0 0 400 pL

2.3

Estandar O (Solucién Diluyente 1X)
Estandar1(3.33 ng/mL) ppb
Estandar 2 (10 ng/mL) ppb
Estandar 3 (30 ng/mL) ppb
Estandar 4 (90 ng/mL) ppb
Estandar 5 (270 ng/mL) ppb

2.4
2.5

Pipetee 100 pL de cada estandar en Pocillos 3M ELISA.

Pipetee 100 pL de la muestra extraida preparada en 1.4 en un Pocillo 3M ELISA.

Incube los Pocillos 3M 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.
2.6

Después de la incubacién, aspire el contenido de los Pocillos 3M ELISA.
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2.8

2.9
210
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Llene por completo cada Pocillo 3M ELISA con Solucién de Lavado 1X y aspirela. Si el lavado se hace
manualmente, invierta la placa y viértala/agitela para extraer el contenido en un recipiente para desechos y dele un
golpe seco a los pocillos contra papel absorbente para eliminar la solucién de lavado residual. Repita este paso tres
veces para completar un total de cuatro lavados.

Pipetee 100 puL de Conjugado de Nuez de Macadamia HRP 1X en cada Pocillo 3M ELISA. Incube en un agitador
orbital configurado a 400 rpm a temperatura ambiente durante 10 minutos * 2 minutos. Durante este paso,
conserve la placa cubierta en la oscuridad y nivelada.

Repita los pasos 2.6 y 2.7 para completar un total de cuatro lavados con la Solucién de Lavado (1X).
Pipetee 100 pL de la Solucién de Sustrato Cromogénico 3M (TMB) en cada Pocillo 3M ELISA.

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

Después de la incubacién, afiada 100 uL de la 3M Solucion de Paro en cada Pocillo 3M ELISA y determine la
absorbancia (a 450 nm) en un plazo de 30 minutos.

Y S

100ul

00:30:00/temperatura ambiente

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

Chromogenic

Substrate Solution 3M stop

Solution

00:10:00/temperatura ambiente

Analisis del Resultado
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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 polinédmico de segundo orden
(cuadratico) o de otro tipo. Sin embargo, seria un ajuste menos preciso de los datos.

Calcule las concentraciones de la muestra de la curva estandar; 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 dilucion total de la muestra es 1/100 y la concentracion 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 pg/mL (ppm).

Caracteristicas minimas de rendimiento

a. El Limite de Deteccion (LOD, por sus siglas en inglés) analitica es de 1,1 ng/mL (ppb).
Se define el limite de deteccién como la menor concentracién del alérgeno en una muestra de prueba que se
pueda distinguir de una verdadera muestra en blanco en un nivel de probabilidad especificado®. Se lo determina
afiadiendo tres desviaciones estandar al valor medio de la densidad éptica de treinta y seis duplicados de estandar
cero y calcular la concentracion correspondiente.
b.  El Limite de Cuantificacion (LOQ, por sus siglas en inglés) es 0,3 ppm.
Se define el limite de cuantificacién como el menor nivel del alérgeno en una muestra de prueba que se pueda
cuantificar razonablemente con un nivel de precision especificado®.
Precision
Precisién dentro del ensayo %CV promedio = <10% N=12
Precisidn entre ensayos %CV promedio = <10% N=12

Especificidad y reactividad cruzada
Este ensayo reconoce la proteina de nuez de Macadamia y se lo analizé en comparacion con varias muestras para
establecer la reactividad cruzada (Tabla 3).

Tabla 3. Reactividad cruzada del Kit ELISA para Proteina de Nuez de Macadamia 3M.

Muestra de la matriz % de reactividad cruzada
Harina de almendra <1%
Leche de almendra <1%
BLG <1%
Caseina bovina <1%
Leche bovina <1%
Nuez de Brasil <1%
Harina de trigo sarraceno <1%
Anacardo/castana de caju <1%
Apio <1%




Garbanzo <1%
Harina de coco <1%
Leche de coco <1%
Harina de maiz <1%
Parvalbimina de pescado <1%
Avellana <1%
Frijoles de Lima <1%
Nuez de Macadamia +)
Semilla de mostaza <1%
Ovomucoide <1%
Extracto de guisantes <1%
Harina de mani <1%
Pacana <1%
Pifén <1%
Harina de pistacho <1%
Semilla de calabaza <1%
Vieiras <1%
Semilla de sésamo <1%
Camarén <1%
Harina de sorgo <1%
Harina de soja <1%
Leche de soja <1%
Semilla de girasol <1%
Nuez <1%
Referencias

@ (Espaiiol) ‘ﬁ H

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

Nonclinical Laboratory Studies.

2. ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
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Explicacion de los simbolos
www.3M.com/foodsafety/symbols
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Datum van uitgifte: 2017-11

Productinstructies

Macadamia Proteine ELISA test

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

Productbeschrijving en beoogd gebruik
De 3M™ Macadamia Proteine ELISA test is bedoeld voor de detectie van macadamiaproteine in CIP-water ('clean-in-
place') van de laatste spoeling, omgevingsmonsters, voedingsingrediénten en verwerkte voedingsmiddelen.

De 3M Macadamia Proteine ELISA test maakt gebruik van een sandwich-ELISA. De aanwezige macadamiaproteine
in het monster reageert met het anti-macadamia antilichaam, dat geadsorbeerd is aan het oppervlak van wells in een
polystyreen microtiterplaat. Nadat ongebonden proteine is verwijderd door middel van wassen, worden anti-macadamia
antilichamen geconjugeerd met mierikswortelperoxidase (HRP — 'horseradish peroxidase') toegevoegd. Deze met
enzymen gelabelde antilichamen vormen complexen met de eerder gebonden macadamiaproteine. Na een tweede
wasstap wordt het enzym dat is gebonden aan het immunosorbent gedetecteerd door middel van het toevoegen

van een chromogene substraat, 3,3’,5,5-tetramethylbenzidine (TMB). De kleurontwikkeling van deze enzymatische
reactie staat in direct verband met de concentratie van macadamiaproteine in het geteste monster; daarom is de
absorptie, bij 450 nm, een meting voor de concentratie van macadamiaproteine in het testmonster. De kwantiteit van
macadamiaproteine in het testmonster kan geéxtrapoleerd worden van de standaardcurve die is samengesteld met
behulp van standaarden van bekende concentraties en is aangepast aan de verdunning van het monster.

De 3M Macadamia Proteine ELISA test is bedoeld voor gebruik in een laboratoriumomgeving door professionals
geschoold in laboratoriumtechnieken. 3M heeft het gebruik van dit product niet gedocumenteerd in andere sectoren

dan de voedings- of dranksector. 3M heeft dit product bijvoorbeeld niet gedocumenteerd voor farmaceutische,
cosmetische, klinische of veterinaire monsters. De 3M Macadamia Proteine ELISA test is niet getest met alle voorkomende
voedingsproducten, voedingsprocessen en testprotocollen.

De 3M Macadamia 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

3M™ Macadamia
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.

voor de standaard
voorbereiding.

gecoat met antilichaam. droogmiddel. Bewaar de set
bij 2-8 °C om de
stabiliteit te behouden
tot de vervaldatum.
3M™ Macadamia Een ampul met 1,5 ml Verdun voorafgaand | 2-8 °C in het Het 10X conjugaat
HRP-conjugaat (10X) | met 10X antilichamen aan gebruik donker. is stabiel tot de
geconjugeerd met HRP onmiddellijk 1/10 om vervaldatum van
' \ (mierikswortelperoxidase) | een 1X werkzame de set.
‘ y (10X). oplossing te maken.
3M™ Macadamia Een ampul met Raadpleeg het 2-8 °C. Niet 3M Macadamia
Proteine macadamiaproteine onderdeel invriezen. Proteine
Standaardconcentraat | waarvan de concentratie | 'ELISA-procedure’ Standaardconcentraat

is stabiel tot de
vervaldatum van
de set.
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3M™
Verdunningsmiddel
(5X)

Eén flesje van 50 ml met
5X verdunningsmiddel.

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

2-8°C

De 5X 3M
Verdunningsoplossing
is stabiel tot

de vervaldatum van
de set.

3M™ Wasoplossing
(20X)

Eén flesje van 50 ml met
20X wasoplossing.

Verdun 1720 om
een 1X werkzame
oplossing te maken.

2-8 °C voor zowel
1X werkzame
oplossing als 20X
wasoplossing-
sconcentraat.

De 20X 3M
Wasoplossing

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

3M™ Extractiebuffer
E26 (4X)

Eén flesje van 120 ml met
4X extractiebuffer.

Verdun 1/4 om een 1X
werkzame oplossing
te maken. De
werkzame oplossing
moet voorafgaand
aan gebruik worden
verhit tot 50-60 °C.

2-8 °C voor 1X
werkzame oploss-
ing en 4X 3M
Extractiebuffer-
concentraat.

De 1X extractiebuffer
en 4X 3M
Extractiebuffer zijn
stabiel tot

de vervaldatum van
de set.

3M™ Chromogene
substraatoplossing

Eén flesje van 12 ml met
3,3,5,5™-
tetramethylbenzidine
(TMB).

Klaar voor gebruik.

2-8°Cin het
donker.

Bescherm tegen licht.
De 3M Chromogene
substraatoplossing

is stabiel tot de
vervaldatum van

de set.

3M™ Stopoplossing

Eén flesje van 12 ml met
0,3 M zwavelzuur.

Klaar voor gebruik.

2-8°C

De 3M Stopoplossing
is stabiel tot de
vervaldatum van

de set.

Materialen die niet in de set worden geleverd:

schudwaterbad of schudincubator

[}

e  testbuisjes

[ ]

[ ]

[ ]

[}

e timer

° vortexmenger

[}

e  orbitale schudmachine
Veiligheid

precisiepipetten en pipettips om 10 tot 100 pl te verzamelen

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

diverse laboratoriumproducten voor de bereiding van reagentia en bufferoplossingen

De gebruiker dient alle veiligheidsinformatie in de instructies voor de 3M Macadamia Proteine ELISA test te lezen, te

begrijpen en op te volgen. Bewaar de veiligheidsinstructies om deze later te kunnen raadplegen.

/A WAARSCHUWING:

OPMERKING:

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

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

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

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

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

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

e  Vermijd contact van de huid met de 3M 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 3M Macadamia Proteine ELISA test zoals aangegeven wordt op de verpakking en in de
productinstructies.
° Gebruik de 3M Macadamia Proteine ELISA test voor voedings- en omgevingsmonsters die intern of door een derde
partij zijn gevalideerd.
Volg het protocol en voer de testen exact uit zoals aangegeven in de productinstructies.
3M heeft het gebruik van de 3M Macadamia Proteine ELISA test niet gedocumenteerd in andere sectoren dan
de voedings- en drankensector. 3M 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 3M Macadamia Proteine ELISA test altijd voo6r de vervaldatum.
° Bereid de werkzame oplossingen met behulp van de geconcentreerde reagentia van de 3M Macadamia Proteine
ELISA test altijd bij een temperatuur van 20-25 °C.
Vries het 3M Macadamia Proteine Standaardconcentraat niet in.
Gebruik de chromogene substraatoplossing niet als deze blauw kleurt. Volg de Goede laboratoriumpraktijken' om
kruisbesmetting van de 3M Chromogene substraatoplossing te voorkomen.

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 3M Macadamia Proteine Standaarden volgens Goede laboratoriumpraktijken' om kruisbesmetting van
monsters te voorkomen.

Raadpleeg het veiligheidsinformatieblad voor aanvullende informatie.

Voor informatie over documentatie van productprestaties kunt u onze website op www.3M.com/foodsafety bezoeken
of contact opnemen met uw plaatselijke 3M-vertegenwoordiger of -distributeur.

Verantwoordelijkheid van de gebruiker

Gebruikers worden geacht zich vertrouwd te maken met de productinstructies en -informatie. Bezoek onze website
www.3M.com/foodsafety of neem contact op met uw plaatselijke 3M-vertegenwoordiger of -distributeur voor meer
informatie.

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

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

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

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

Zoals bij elke testmethode, garanderen de verkregen resultaten van het gebruik van een 3M Food Safety-product de
kwaliteit van de geteste matrices of processen niet.
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Garantiebeperkingen/Beperkte Oplossing

BEHALVE WAAR UITDRUKKELIJK VERMELD IN EEN BEPERKTE GARANTIEBEPALING VAN EEN INDIVIDUELE
PRODUCTVERPAKKING, WIJST 3M 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 3M Voedselveiligheidproduct gebrekkig is, zal 3M 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. Indien u vermoedt dat een product gebrekkig is, dan moet u 3M daarvan binnen
de 60 dagen na het vaststellen op de hoogte brengen. Bel onze klantenservice (+31-71-5450386) of uw erkende
vertegenwoordiger voor 3M Voedselveiligheid, die u autorisatie voor het retourneren van de goederen zal geven.

Beperking van 3M-aansprakelijkheid

3M 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 3M onder om het even welke juridische
theorie de aankoopprijs van het zogenaamd gebrekkige product overschrijden.

Opslag en afvalverwerking
Bewaar de inhoud van de 3M Macadamia Proteine ELISA test bij 2-8 °C. Niet invriezen. Bewaar verdunde werkzame
oplossingen zoals beschreven in Tabel 1.

De onderdelen van de 3M Macadamia Proteine ELISA test mogen niet worden gebruikt na de vervaldatum. De
vervaldatum en het partijnummer zijn terug te vinden op het etiket aan de buitenzijde van de doos.

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

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

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

a. 3M Extractiebuffer

Om de 1X extractiebuffer te bereiden, voegt u één deel van de 3M 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. 3M Verdunningsoplossing

Om de 1X verdunningsoplossing te bereiden, voegt u één deel van het 3M Verdunningsmiddel (5X) toe aan vier
delen gedeioniseerd of gedestilleerd water. Elk monster vereist in totaal 4,5 ml van het 1X verdunningsmiddel.

c. 3M Wasoplossing

Om de 1X wasoplossing te bereiden, voegt u één deel van het 3M Wasoplossing (20X) toe aan 19 delen
gedeioniseerd of gedestilleerd water. Elke 3M ELISA well vereist ongeveer 2,5 ml 1X wasoplossing.

Opmerking: Wanneer de 3M 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 3M Wasoplossing (20X) tot 30-35 °C in een
waterbad of incubator voorafgaand aan de bereiding van de wasoplossing (1X).

d. 3M Macadamia HRP-conjugaat

Om het 1X Macadamia HRP-conjugaat te bereiden, voegt u één deel van het 3M Macadamia HRP-conjugaat (10X)
toe aan 9 delen van de 1X verdunningsoplossing. Bereid deze oplossing onmiddellijk voor gebruik. Elke 3M ELISA
well vereist 100 pl van het 1X Macadamia HRP-conjugaat.

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

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

Monstermatrix Monstergrootte | Verdunning (1/10)
Vaste voedingsmiddelen 0,5+0,02g 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
o i
+
4.5 mL1X
Extraction buffer
]
— +
0.5 mL 4.5 mL1X
Extraction buffer
] [ ]
fum
- — +
CIP ‘ L3
‘ 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.)

50-60 °C
00:25:80




\ B =
100ul =
‘goopls2

‘4— X Diluent

3000 g / 00:0030

ELISA-procedure

21

2.2

Verwijder één 3M ELISA well per monster en/of standaard en plaats de wells in de daarvoor geschikte houder.
Plaats de ongebruikte 3M ELISA wells terug in de foliezak, hersluit de zak en plaats deze terug in opslag bij 2-8 °C.

Bereid met behulp van het 3M Macadamia 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
5 270 10 pyl 3M Macadamia Proteine 990 ul
Standaardconcentraat
4 90 200 pl van standaard nummer 400 pl
5

3 30 200 pl van standaard nummer 4 400 pl

2 10 200 pl van standaard nummer 3 400 pl

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

0 0 0 400 pl

2.3

2.4
2.5

2.6
27

2.8

2.9

Pipetteer 100 pl van elke standaard in 3M ELISA wells.

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

Standaard 3 (30 ng/ml) ppb
Standaard 4 (90 ng/ml) ppb
Standaard 5 (270 ng/ml) ppb

Pipetteer 100 pl van het monster dat is geéxtraheerd in stap 1.4 in een 3M ELISA well.

Incubeer 3M ELISA wells 30 * 2 minuten in een orbitale schudmachine ingesteld op 400 rpm op
omgevingstemperatuur (20-25 °C). Voorkom verdamping door de wells afgedekt en horizontaal te houden tijdens
deze stap.

Aspireer de inhoud van de 3M ELISA wells na de incubatie.

Vul elke 3M 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.

Pipetteer 100 ul 1X Macadamia HRP-conjugaat in elke 3M 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.

Herhaal stappen 2.6 en 2.7 om in totaal vier wasbeurten te voltooien met wasoplossing (1X).

210 Pipetteer 100 pyl 3M Chromogene substraatoplossing (TMB) in elke 3M ELISA well.
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211 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.

212 Voeg na de incubatie 100 pl 3M Stopoplossing toe aan elke 3M ELISA well en bepaal de absorptie (bij 450 nm)
binnen 30 minuten.

e

P

100ul

00:30:00/omgevingstemperatuur

00:10:00/omgevingstemperatuur

100pL\
R Nz 100|JL\
2 = ZS B N A\

Chromogenic ( ) | 9, .
Substrate Solution 3M stop e @\
Solution @O0
~ )
v

00:10:00/omgevingstemperatuur

Resultatenanalyse
31 Trek de gemiddelde achtergrondwaarde van elk monster af (de gemiddelde gemeten absorptie van het monster

minus de gemiddelde gemeten absorptie van standaard nul).
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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.

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

Minimale prestatiekenmerken

a. De analytische detectiegrens is 1,1 ng/ml (ppb)
De detectiegrens wordt gedefinieerd als de laagste concentratie van het allergeen in een testmonster dat kan
worden onderscheiden van een blanco monster op een specifiek waarschijnlijkheidsniveau®. Het wordt bepaald
door drie standaarddeviaties op te tellen bij de gemiddelde optische dichtheidswaarde van zesendertig herhalingen
van standaard nul en de bijbehorende concentratie te berekenen.
b. De kwantificatielimiet is 0,3 ppm
De kwantificatielimiet wordt gedefinieerd als het laagste niveau van het allergeen in een testmonster dat
redelijkerwijs gekwantificeerd kan worden op een gespecificeerd precisieniveau®.
Precisie
Precisie intratest Gemiddeld %CV = <10% N=12
Precisie intertest Gemiddeld %CV = <10% N=12

Specificiteit en kruislingse reactiviteit
Deze test herkent macadamiaproteine en is getest met diverse monsters op kruislingse reactiviteit (Tabel 3.)

Tabel 3. Kruislingse reactiviteit van de 3M Macadamia Proteine ELISA test.

Matrixmonster % kruislingse reactiviteit
Amandelmeel <1%
Amandelmelk <1%
BLG <1%
Rundercaseine <1%
Rundermelk <1%
Paranoot <1%
Boekweitmeel <1%
Cashew <1%
Selderij <1%
Kikkererwt <1%
Kokosmeel <1%
Kokosmelk <1%
Maismeel <1%
Parvalbumine uit vis <1%
Hazelnoot <1%
Limaboon <1%
Macadamianoot (+)
Mosterdzaad <1%
Ovomucoide <1%
Erwtenextract <1%
Pindameel <1%
Pecannoot <1%




Pijnboompit <1%
Pistachenotenmeel <1%
Pompoenpit <1%
Sint-jakobsschelp <1%
Sesamzaad <1%
Garnalen <1%
Sorghummeel <1%
Sojameel <1%
Sojamelk <1%
Zonnebloempit <1%
Walnoot <1%
Referenties

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

Nonclinical Laboratory Studies.

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

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

Verklaring van symbolen
www.3M.com/foodsafety/symbols
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m Datum fér utgava: 2017-11

Produktinformation

Macadamia Protein ELISA Kit

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) fér kvantitativ analys av macadamianétsproteiner.

Produktbeskrivning och avsedd anvandning
3M™ Macadamia Protein ELISA Kit &r avsedd fér screening av macadamianétsproteiner i rengdr-pa-plats (CIP) sista
skoljvattnet, skoljvattenprover, livsmedelsingredienser och processade livsmedelsprodukter.

3M Macadamia Protein ELISA Kit anvander en sandwich-ELISA. De macadamiandtsproteiner som finns narvarande i
provet reagerar med anti-macadamiané&tsantikroppen, som har adsorberats till ytan av polystyrenmikrotiterbrunnar.
Efter avlagsnandet av obundna proteiner genom tvattning tillsatts macadamiandtsantikroppar konjugerade

med pepparrotsperoxidas (HRP). Dessa enzymmarkta antikroppar bildar komplex med det tidigare bundna
macadamiandtsproteinet. Efter ett andra tvattningssteg detekteras enzymet som ar bundet till immunosorbenten genom
tillsattning av ett kromogent substrat, 3,3’,5,5-tetrametylbensidin (TMB). Fargutvecklingen frdn denna enzymatiska
reaktion varierar direkt med koncentrationen av macadamiandtsprotein i provet som testas; darfor utgér absorbansen
vid 450 nm ett matt pa koncentrationen av macadamianétsprotein i provet. Mangden macadamiandtsprotein i provet
kan extrapoleras fran standardkurvan, vilken ar konstruerad fran standarder med kénd koncentration, och justeras for att
beakta provutspéadningen.

3M Macadamia Protein ELISA Kit &r avsedd fér anvandning i laboratoriemiljé av yrkespersoner som &r utbildade i
laboratorieteknik. 3M har inte dokumenterat anvandningen av denna produkt inom andra industrier &n livsmedels- och
dryckesindustrin. 3M har exempelvis inte dokumenterat produkten fér testning av lakemedel, kosmetika, kliniska prover
eller veterinadrprover. 3M Macadamia Protein ELISA Kit har inte utvarderats med samtliga mgjliga livsmedelsprodukter,
livsmedelsbearbetningsmetoder och testprotokoll.

3M Macadamia Protein ELISA Kit innehaller 96 tester, som beskrivs i tabell 1.

Tabell 1. Satsens delar

Artikel Identifikation Beredning Férvaring Stabilitet
(se avsnittet
Reagensberedning
fér information)
3M™ Macadamia En foliepdse med en platta | Klara att anvindas. | 2-8 °C i forseglad | Aterforslut foliepasen
Protein ELISA brunnar | med 96 borttagbara foliepase med som innehaller
antikroppsbelagda brunnar. torkmedel. oanvanda brunnar

och torkmedel.
Forvaras vid 2-8

°C for att bibehalla
stabiliteten fram till
utgangsdatumet for

satsen.

3M™ Macadamia En ampull med 1,5 ml 10X Spad 1710 2-8 °C i morker. 10X konjugatet &r
HRP-konjugat (10X) pepparrotsperoxidas (HRP) [ omedelbart innan stabilt fram till satsens

konjugerad antikropp (10X). [ anvéndning fér utgdngsdatum.
' \ , att bereda en 1X

i v ) arbetslosning.

3M™ Macadamia En ampull med en Se avsnittet ELISA- | 2-8 °C. Forvara 3M Macadamia
Protein kand koncentration av procedur for inte i frys. Protein
standardkoncentrat macadamiandtsprotein. standardberedning. standardkoncentrat ar

stabilt fram till satsens
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3MTM
spadningslésning (5X)

En flaska med 50 ml 5X
spadningsldsning.

Spad 1/5
omedelbart innan
anvandning for
att bereda en 1X
arbetslosning.

2-8°C

The 5X 3M
spadningsldsning &r
stabil fram till satsens
utgangsdatum.

3M™ tviattlésning
(20X)

En flaska med 50 ml 20X
tvattlésning.

Spad 1720 for
att bereda en 1X
arbetsldsning.

2-8 °C for bade 1X
arbetslésning och

20X tvattlosnings-
koncentrat.

20X 3M tvattlésning
ar stabil fram

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

3MTM
extraktionsbuffert
E26 (4X)

En flaska med 120 ml 4X
extraktionsbuffert.

Spad 1/4 for att
bereda en 1X
arbetsldsning.
Arbetslésningen
boér varmas upp till
50-60 °C innan
anvandning.

2-8 °C for bade
1X arbetsldsning
och 4X

3M extraktions-
buffertkoncentrat.

1X extraktionsbuffert
och 4X 3M
extraktionsbuffert

ar stabila fram

till satsens
utgangsdatum.

3M™ kromogen
substratlosning

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

Klara att anvandas.

2-8 °C i morker.

Skyddas fran ljus.
3M kromogen
substratldsning ar
stabil fram till satsens
utgadngsdatum.

3M™ stoppldsning

En flaska med 12 ml 0,3 M
svavelsyra.

Klara att anvandas.

2-8°C

3M stopplésning ar
stabil fram till satsens
utgadngsdatum.

Material som inte finns i satsen:

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

Skakvattenbad eller skakinkubator

[}

° Provror

[}

[ ]

[

[ ]

e Timer

e Vortexblandare

[ ]

e  Orbital shaker
Sakerhet

Precisionspipetter och pipettspetsar fér att samla 10 till 100 pl

Anvéandaren ska lasa, forsta och félja all sdkerhetsinformation i anvisningarna till 3M Macadamia Protein ELISA Kit.
Behall sakerhetsanvisningarna fér framtida bruk.

/A VARNING!

personskador och/eller materiella skador.

OBSERVERA!

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

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

A VARNING

For att minska riskerna fér kemikalieexponering ska du:
° Kassera enligt gallande lokala/regionala/industriella normer och foreskrifter.
e  Anvandaren maste utbilda sin personal i rddande och korrekta testtekniker: till exempel god laboratoriesed' eller

ISO/IEC 170252

e  Folj alltid praxis for standardiserad laboratoriesékerhet, inklusive anvandning av lampliga skyddskléader och
skyddsglasdgon vid hantering av reagenser.
° Undvik att 3M stopplosning far kontakt med huden, se sidkerhetsdatabladet for ytterligare sédkerhetsinformation.

2
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For att minska att riskerna som férknippas med falska-negativa resultat leder till att kontaminerade produkter slapps

ut ska du:

° Férvara 3M Macadamia Protein ELISA Kit enligt foreskrifterna pa férpackningen och i produktinformationen.

e  Anvand 3M Macadamia Protein ELISA Kit med livsmedels- och miljoprover som har validerats internt eller av en
tredje part.
Folj protokollet och utfér testerna exakt sd som beskrivs i relevant produktinformation.
3M har inte dokumenterat anvandningen av 3M Macadamia Protein ELISA Kit inom andra industrier dn
livsmedels- och dryckesindustrin. 3M har exempelvis inte dokumenterat produkten for testning av lakemedel,
kosmetika, kliniska prover eller veterinérprover.

For att minska att riskerna som forknippas med felaktiga resultat leder till att kontaminerade produkter slapps ut ska du:

e  Anvand alltid 3M Macadamia Protein ELISA Kit fére utgangsdatumet.

e  Alltid bereda arbetslésningar med anvandning av koncentrerade reagens som hor till 3M Macadamia Protein ELISA
Kit vid 20-25 °C temperatur.
3M Macadamia Protein standardkoncentrat far inte frysas.
Om den kromogena substratlésningen blir bla ska den inte anvandas. Folj god laboratoriesed' for att undvika
korskontaminering av 3M kromogen substratlésning.

OBSERVERA

For att minska riskerna som forknippas med felaktiga resultat:

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

° Hantera 3M Macadamia Protein standarder i enlighet med god laboratoriesed' for att undvika korskontaminering
av prover.

Se sakerhetsdatabladet fér mer information.

Besok var webbsida pa www.3M.com/foodsafety eller kontakta din lokala 3M-representant eller -aterforsaljare for mer
information om dokumentation av produktprestanda.

Anvandaransvar
Det aligger anvandarna att bekanta sig med produktinstruktioner och produktinformation. Besék var webbsida pa
adressen www.3M.com/foodsafety eller kontakta din lokala 3M-representant eller -leverantér fér 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 ocksa anvandaren att faststélla att en testmetod och dess resultat uppfyller kraven fran dennes kunder och
leverantorer.

Liksom med alla testmetoder utgér inte resultat som erhallits fran anvandning av ndgon produkt fran 3M
Livsmedelshygien en garanti fér kvaliteten hos de matriser eller processer som testats.

Begriansning av garantier/Begriansad atgéard

MED UNDANTAG AV VAD SOM UTTRYCKLIGEN ANGES | AVSNITT OM GARANTIBEGRANSNING FOR
INDIVIDUELLA FORPACKNINGAR, FRANSAGER SIG 3M ALLA UTTRYCKLIGA OCH UNDERFORSTADDA GARANTIER,
INKLUSIVE, MEN INTE BEGRANSAT TILL, ALLA GARANTIER BETRAFFANDE SALJBARHET ELLER LAMPLIGHET FOR
ETT VISST ANDAMAL. Om n&gon produkt frdan 3M Livsmedelshygien ar defekt kommer 3M eller dess auktoriserade
leverantor att efter eget gottfinnande ersatta produkten eller &terbetala produktens inkdpspris. Detta &r den enda
ersattning som ges. Kunden maste meddela 3M och returnera produkten inom sextio dagar efter upptackt av misstankt
defekt. Var vanlig ring Kundtjanst (i USA: 1-800-328-1671) eller din officiella representant fér 3M Livsmedelshygien fér
en auktorisation avseende atersandande av produkt.

3M ansvarsfriskrivning

3M 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 3M:s ansvar i ndgot som helst lagrum éverskrida inkdpspriset for
den pastatt defekta produkten.
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Forvaring och kassering

Forvara alla 3M Macadamia Protein ELISA Kit-komponenter vid 2-8 °C temperatur. Férvara inte i frys. Férvara spadda
arbetslosningar enligt beskrivningen i tabell 1.

3M Macadamia Protein ELISA Kit-komponenter bor inte anvéndas 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 gora detta kan leda till felaktiga resultat.

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

a. 3M extraktionsbuffert

Foér att bereda 1X extraktionsbuffert, tillsatt en del av 3M extraktionsbuffert (4X) och spéad i tre delar avjoniserat
eller destillerat vatten. Férvarm extraktionsbufferten (1X) till 50-60 °C i ett vattenbad eller skakinkubator innan
anvandning. Varje prov kraver 4,5 ml 1X extraktionsbuffert.

b. 3M spadningslésning

For att bereda 1X spadningslésning, tillsatt en del 3M spadningsmedel (5X) till fyra delar avjoniserat eller destillerat
vatten. Varje prov kraver totalt 4,5 ml 1X spadningslésning.

c. 3Mtvattlésning

For att bereda 1X tvattldsning, tillsatt en del 3M tviattldésning (20X) till 19 delar avjoniserat eller destillerat vatten.
Varje 3M ELISA-brunn kraver ungefar 2,5 ml 1X tvattlésning.

Obs! Bildandet av kristaller i 3M tviattlésningen (20X) kan ske vid lagring vid 2-8 °C. Fér upplésning av kristaller,
varm 3M tviattldsningen (20X) till 30-35 °C i ett vattenbad eller inkubator innan du bereder tvattlésningen (1X).

d. 3M Macadamia HRP-konjugat
For att bereda 1X Macadamia HRP-konjugat, tillsatt en del av 3M Macadamia HRP-konjugat (10X) och spad i 9 delar 1X
spadningslésning. Bered direkt innan anvéndning. Varje 3M ELISA-brunn kréaver 100 pl 1X Macadamia HRP-konjugat.
Provberedning
Obs! Alla prover bor extraheras med 1X extraktionsbuffert som férvarmts till 50-60 °C.
11 Bered prov for proteinextraktion i ett rent provrér eller engangsrér i enlighet med beskrivningen i tabell 2.

Tabell 2. Provberedning

Provmatris Provstorlek Spadning (1/10)

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

Efter inkubering ska proverna centrifugeras vid 5 000-7 000 rpm (3 000 x g) under 20 till 30 sekunder for att
pellera partiklar eller lata dem sedimentera i 5 minuter i en provrorsstéllning.

Samla in 100 pl fréan det mellanliggande (vattenhaltiga) lagret och tillsatt det till 900 pl spadningslésning (1X).
Vortexblanda eller skaka fér att blanda vil (detta motsvarar en 1/100 spadning av det ursprungliga provet.)

00.25:00

50-60 °C

—

3000 g/ 0G:80:30

100yl
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900y ==
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ELISA-procedur

21

Avliagsna en 3M ELISA-brunn per prov och/eller standard och placera brunnarna i brunnhallaren. Aterfér oanvanda
3M ELISA-brunnarna till foliepasen, forsegla pasen och férvara den vid 2-8 °C.

2.2 Anvand 3M™ Macadamia Protein standardkoncentrat for att bereda en uppséattning av fem standarder spadda i
spadningsbuffert (1X).
Standardnummer Standardkoncentration Volym for standard som lagts Volym for 1X
(ng/ml) till 1X spadningsmedel spadningslésning
5 270 10 pl av 3M Macadamia Protein 990 pl
standardkoncentrat

4 90 200 pl av standardnummer 5 400 pl
3 30 200 pl av standardnummer 4 400 pl
2 10 200 pl av standardnummer 3 400 pl
1 3,33 200 pl av standardnummer 2 400 pl
0 0 0 400 pl

2.3 Pipettera 100 pl av varje standard i 3M ELISA-brunnarna.

2.4
2.5

2.6
27

2.8

2.9
210
21

212

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

Pipettera 100 pl av det extraherade provet som bereddes i 1.4 i en 3M ELISA-brunn.

Inkubera 3M ELISA-brunnarna pé en orbital shaker installd till 400 rpm vid omgivande temperatur (20-25 °C)
under 30 = 2 minuter. Hall brunnarna téackta och vid horisontell jamn hojdniva under detta steg for att forhindra
avdunstning.

Efter inkubationen ska innehéllet i 3M ELISA brunnarna aspireras.

Fyll varje 3M ELISA brunn fullstandigt med 1X tvattlésning och aspirera. Om tvatten gérs manuellt ska plattan
inverteras och innehéllet ska hallas/skakas ut i en avfallsbehéllare. Sl brunnarna hart mot ett absorberande papper
for att avlagsna resterande tvattlosning. Upprepa detta steg tre ganger for totalt fyra tvattar.

Pipettera 100 pl av 1X Macadamia HRP-konjugat i varje 3M ELISA brunn. Inkubera pé 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 for att slutféra totalt fyra tvattar med tvattlésning (1X).
Pipettera 100 pl av 3M kromogen substratldsning (TMB) i varje 3M ELISA brunn.

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

Efter inkubering, tillsatt 100 pl av 3M stoppldsning i varje 3M ELISA brunn och bestdm absorbansen (vid 450 nm)
inom 30 minuter.
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3.2

3.3

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

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

Berdkna 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) ar den slutliga provkoncentrationen

200 ng/ml x 100 = 20 000 ng/ml (ppb), vilket &r 20 pg/ml (ppm).

Minsta prestandaegenskaper

a.

Detektionsgransen (Limit of Detection, LOD) &r 1,1 ng/ml (ppb)

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

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

Specificitet och korsreaktivitet
Denna metod detekterar macadamiandtsprotein och har testats gentemot olika prover fér korsreaktivitet (tabell 3.)

Tabell 3. Korsreaktivitet for 3M Macadamia Protein ELISA Kit.

Matrixprov % korsreaktivitet =
Mandelmjal <1%
Mandelmjélk <1%
BLG <1%
Bovint kasein <1%
Bovin mjolk <1%
Paranot <1%
Bovetemjol <1%
Cashew <1%
Selleri <1%
Kikart <1%
Kokosmjol <1%
Kokosmijolk <1%
Majsmjol <1%
Fiskparvalbumin <1%
Hasselnot <1%
Limabona <1%
Macadamianét +)
Senapsfré <1%
Ovomucoid <1%
Artextrakt <1%
Jordnotsmjol <1%
Pekannot <1%
Pinjendot <1%
Pistaschmijol <1%
Pumpafro <1%
Kammussla <1%
Sesamfro <1%
Raka <1%
Sorghummjél <1%
Sojamjol <1%
Sojamjolk <1%
Solrosfron <1%
Valnot <1%
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Udstedelsesdato: 2017-11

Macadamianed Protein ELISA Kit

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

Teknisk beskrivelse og tilsigtet anvendelse
3M™ Macadamianad Protein ELISA Kit er beregnet til pavisning af macadamiangdproteiner i clean-in-place (CIP)
slutskyllevand, miljgemaessige prever, fedevareingredienser og forarbejdede fedevarer.

Produktvejledning

3M Macadamiangd Protein ELISA Kit bruger en sandwich-ELISA. Macadamiangdproteinerne, som er til stede i prgven,
reagerer med antimacadamiangd-antistoffet, der er adsorberet til overfladen af polystyrenmikrotiterbrgnde. Efter
fiernelse af ubundne proteiner ved vask tilseettes antimacadamianed-antistoffer konjugeret med peberrodsperoxidase
(HRP). Disse enzymmaeerkede antistoffer danner komplekser med det tidligere bundne macadamiangdprotein.

Efter et andet vasketrin detekteres enzymet bundet til immunosorbenten ved tilseetning af et kromogent substrat,
3,3’5,5-tetramethylbenzidin (TMB). Farveudviklingen fra denne enzymatiske reaktion varierer direkte med
koncentrationen af macadamianadprotein i den testede preve; absorption ved 450 nm er saledes et mal for
koncentrationen af macadamiangdprotein i testprgven. Meengden af macadamiangdprotein i testprgven kan
ekstrapoleres fra standardkurven, konstrueret ud fra standarder med kendt koncentration og justeret til at tage hgjde for
prevefortyndingen.

3M Macadamiangd Protein ELISA Kit er beregnet til brug i laboratorieomgivelser af fagfolk, der er uddannede

i laboratorieteknikker. 3M har ikke dokumenteret brugen af dette produkt i andre brancher end fgde- og
drikkevarebranchen. For eksempel har 3M ikke dokumenteret dette produkt til test af medicinalvarer, kosmetiske, kliniske
eller veterinzere prgver. 3M Macadamiangd Protein ELISA Kit er ikke blevet evalueret med alle mulige fedevareprodukter,
fedevareprocesser og testprotokoller.

3M Macadamiangd Protein ELISA Kit indeholder 96 brande, der er beskrevet i tabel 1.

Tabel 1. Kittets komponenter

Artikel Identifikation Klargering Stabilitet
(Se afsnittet
Reagensklargering

for detaljer)

Opbevaring

3M™ Macadamiangad
Protein ELISA-brgnde

En foliepose med en
plade af 96 aftagelige

Klar til brug. 2-8 °C i forseglet

foliepose med

Genforsegl folieposen,
der indeholder ubrugte

antistofbelagte tgrremiddel. brgnde og terremiddel.
brende. Opbevares ved 2-8
°C for at opretholde
stabiliteten indtil
udlgbsdatoen for kittet.
3M™ Macadamiangd | Et heetteglas Fortynd 1/10 2-8 °C i mearke. 10X konjugatet er stabilt

HRP-konjugat (10X) med 1,5 ml 10X
peberrodsperoxidase

(HRP) konjugeret

indtil udlgbsdatoen for
kittet.

umiddelbart inden
brug for at lave en
1X arbejdsoplesning.

<

antistof (10X).

3M™ Macadamiangad
Protein
standardkoncentrat

Et heetteglas med en
kendt koncentration af

macadamiangdprotein.

Der henvises til
afsnittet ELISA-
procedure for
standardklargering.

2-8 °C. Undlad at
fryse.

3M Macadamiangd
Protein
standardkoncentrat

er stabilt indtil
udlgbsdatoen for kittet.
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3M™-fortynder (5X)

A
4

En flaske med 50 ml af
5X fortynder.

Fortynd 1/5
umiddelbart inden
brug for at lave en

1X arbejdsopl@sning.

2-8°C

5X 3M-fortyndero-
plgsning er stabil indtil
udlgbsdatoen for kittet.

3M™-vaskeopl@sning

™
@)
bl

En flaske med 50 ml af
20X vaskeoplasning.

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

2-8 °C for bade 1X
arbejdsoplgsning og
20X vaskoplgsnings-
koncentrat.

20X
3M-vaskoplasningen
er stabil indtil

udlgbsdatoen for kittet.
1X vaskeopl@sningen er
stabil i mindst en uge
efter klargering.

w
<
S
IZ

ekstraktionsbuffer
E26 (4X)

En flaske med
120 ml af 4X
ekstraktionsbuffer.

Fortynd 1/4 for
at lave en 1X
arbejdsoplgsning.

2-8 °C for bade 1X
arbejdsoplgsning og
4X 3M-ekstraktions-

1X ekstraktionsbuffer
og 4X 3M-ekstraktions-
buffer er stabile indtil

0,3 M svovlsyre.

Arbejdsoplgsningen | bufferkoncentrat. udlgbsdatoen for kittet.
skal opvarmes til
50-60 °C fer brug.
3M™-kromogenisk En flaske med 12 ml af | Klar til brug. 2-8 °C i marke. Beskyt mod lys.
substratoplgsning 3,3,5,5™- 3M-kromogenisk
tetramethylbenzidin substratoplgsning
_ (TMB). er stabil indti
udlgbsdatoen for kittet.
3M™-stopoplesning | En flaske med 12 ml af | Klar til brug. 2-8°C 3M-stopoplesningen

er stabil indtil
udlgbsdatoen for kittet.

Materialer, der ikke fglger med kittet:

Reagensrgr

Timer

Orbital ryster
Sikkerhed

Mikrotiterpladevasker/aspirator
Destilleret eller deioniseret vand
Mikrotiterpladeafleeser

Assorteret laboratorieudstyr til fremstilling af reagenser og bufferoplgsninger

Vortex-blander
Rystevandbad eller rysteinkubator

Praecisionspipetter og pipettespidser til at indsamle 10 til 100 pl

Brugeren skal leese, forsta og falge alle sikkerhedsoplysninger i instruktionerne til 3M Macadamiangd Protein ELISA Kit.
Gem sikkerhedsvejledningen til fremtidig reference.

/\ ADVARSEL: Indikerer en farlig situation, som kan resultere i dedsfald 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 undgas.

A ADVARSEL

For at reducere risici forbundet med eksponering for kemikalier:

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

° Brugeren skal uddanne sit personale i de aktuelle, korrekte testteknikker; for eksempel god laboratoriepraksis' eller
ISO/IEC 170252

e  Fplg altid sikkerhedspraksis for et standardlaboratorium, inklusive brug af passende beskyttelsesudstyr og
beskyttelsesbriller under handtering af reagenser.

e  Undga hudkontakt med 3M-stopopl@sning. Se sikkerhedsdatablad for yderligere sikkerhedsoplysninger.
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For at mindske risiciene i forbindelse med falske negative resultater, der forer til frigerelse af kontamineret produkt:
e  Opbevar 3M Macadamiangd Protein ELISA Kit som angivet pa pakken og i produktvejledningen.
e  Anvend 3M Macadamiangd 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.
3M har ikke dokumenteret brugen af 3M Macadamiangd Protein ELISA Kit i andre brancher end fgde- og
drikkevarebranchen. For eksempel har 3M ikke dokumenteret dette produkt til test af medicinalvarer, kosmetiske,
kliniske eller veterinaere praver.

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

e  Anvend altid 3M Macadamianad Protein ELISA Kit inden udlgbsdatoen.

° Klarger altid arbejdsopl@sninger ved hjzelp af 3M Macadamianad Protein ELISA Kit-koncentrerede reagenser ved
20-25 °C temperatur.
Undlad at fryse 3M Macadamiangd Protein standardkoncentrat.
Hvis den kromogeniske substratoplasning bliver bla, ma den ikke bruges. Falg god laboratoriepraksis' for at undga
krydskontaminering af 3M-kromogenisk substratoplgsning.

BEMARK

For at reducere risici forbundet med ungjagtige resultater:

° Prgvestabilitet efter ekstraktioner er ikke blevet evalueret. ELISA-proceduren bar udfares lige efter
preveekstraktion.

° Handter 3M Macadamiangd Protein-standarder efter god laboratoriepraksis' for at forhindre krydskontaminering af
prever.

Se sikkerhedsdataarket for yderligere information.

For oplysninger om dokumentation af produktets kapacitet, sd besgg vores hjemmeside www.3M.com/foodsafety, eller
kontakt din lokale 3M-repraesentant eller -distributar.

Brugeransvar
Brugerne er ansvarlige for at gere sig bekendt med produktvejledninger og oplysninger. Besag vores websted pa
www.3M.com/foodsafety, eller kontakt din lokale 3M-repreesentant eller -distributer for yderligere oplysninger.

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

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

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

Som med alle andre testmetoder gaelder det, at de resultater, der opnas med dette 3M 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 3M SIG ALLE UDTRYKKELIGE OG UNDERFORSTAEDE GARANTIER INDBEFATTET
MEN IKKE BEGRZANSET TIL ENHVER SALGBARHEDSGARANTI ELLER EGNETHED TIL EN BESTEMT ANVENDELSE.
Hvis et 3M Food Safety-produkt er beheeftet med fejl eller mangler, vil 3M eller en af dennes autoriserede distributgrer
efter dennes eget skan udskifte eller refundere produktets kabspris. Dette er den eneste til radighed veerende
afhjeelpning. Du skal straks, inden for 60 dage efter at have opdaget enhver formodet fejl ved et produkt, meddele dette
og returnere produktet til 3M. Kontakt venligst kundeservice eller den officielle 3M Food Safety-konsulent for at fa en
Produktreturneringsautorisation.

Begraensning af 3M's ansvar

3M 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 3M's erstatningsansvar kunne overstige
kebsprisen af produktet der efter sigende er beheeftet med fejl.
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Opbevaring og bortskaffelse

Opbevar 3M Macadamiangd Protein ELISA Kit-indhold ved 2-8 °C. Undlad at fryse. Opbevar fortyndede
arbejdsoplgsninger som beskrevet i tabel 1.

3M Macadamiangad Protein ELISA Kit-komponenter ma ikke anvendes efter udlgbsdatoen. Udlgbsdato og lotnummer
findes pa aeskens udvendige meerkat.

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

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

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

a. 3M-ekstraktionsbuffer

For at klargare 1X ekstraktionsbuffer skal du tilseette én del af 3M-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. 3M-fortynderopl@sning

For at klargare 1X fortynderopl@sning skal du tilseette én del af 3M-fortynder (5X) til fire dele deioniseret eller
destilleret vand. Hver prgve kreever 4,5 ml af 1X fortynderoplgsning.

c. 3M-vaskeoplgsning

For at klargare 1X -vaskeoplgsning skal du tilseette én del af 3M-vaskeopl@sning (20X) til 19 dele deioniseret eller
destilleret vand. Hver 3M ELISA-brgnd krzever ca. 2,5 ml 1X vaskeoplgsning.

Bemazerk: Dannelsen af krystaller i 3M-vaskeopl@sningen (20X) kan forekomme, nar den opbevares ved 2-8 °C.
For at opl@se krystaller opvarmes 3M-vaskoplgsningen (20X) til 30-35 °C i et vandbad eller en inkubator inden
klargering af vaskeoplasningen (1X).

d. 3M Macadamiangd HRP-konjugat

For at klargare 1X Macadamianad HRP-konjugat skal du tilsaette én del af 3M Macadamianagd HRP-konjugat (10X)
og fortynde i 9 dele af 1X fortynderoplgsning. Klarggr umiddelbart far brug. Hver 3M ELISA-brend kreever 100 pl
af 1X Macadamiangd HRP-konjugat.

Proveforberedelse
Bemeerk: Alle prever skal ekstraheres med 1X ekstraktionsbuffer forvarmet til 50-60 °C.
11 Klarger prgve til proteinekstraktion i et rent reagensrer eller engangsrer som beskrevet i tabel 2.

Tabel 2. Prgveforberedelse

Prevematrix Prgvestarrelse | Fortynding (1/10)

Faste fgedevarer 0,5+0,02¢g Tilseet 4,5 = 0,09 ml af forvarmet 1X ekstraktionsbuffer
Flydende fedevarer 0,5+ 0,01 ml Tilseet 4,5 = 0,09 ml af forvarmet 1X ekstraktionsbuffer
Clean-in-place (CIP) slutskyllevand 0,5 0,01 ml Tilseet 4,5 £ 0,09 ml af forvarmet 1X ekstraktionsbuffer
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Inkubér fortyndede prever i et rystevandbad eller rysteinkubator ved 50-60 °C i 25 * 1 minutter. En anden mulighed
er at efterlade pregverne i et vandbad eller en inkubator ved 50-60 °C og manuelt ryste i 1 minut hvert 5. minut.

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

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

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

50-60 °C
00:25:80

—

3000 g/00:00:30

100yl
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ELISA-procedure

21

Fjern en 3M ELISA-brend pr. preve og/eller standard, og placer breandene i breandholderen. Leeg de ubrugte 3M
ELISA-brgnde tilbage i folieposen. Genforsegl og returner til opbevaring ved 2-8 °C.

2.2 Brug 3M Macadamianed Protein standardkoncentratet til at klarggre et seet af fire standarder fortyndet i
fortynderoplgsning (1X).
Standardnummer Standardkoncentration Mangde af standard tilsat til Mangde af 1X
(ng/mL) 1X fortynder fortynderoplasning
5 270 10 pl af 3M Macadamiangd 990 ul
Protein standardkoncentrat

4 90 200 pl af standardnummer 5 400 pl
3 30 200 pl af standardnummer 4 400 pl
2 10 200 pl af standardnummer 3 400 pl
1 3,33 200 pl af standardnummer 2 400 pl
0 0 0 400 pl

2.3 Pipettér 100 pl af hver standard ind i 3M ELISA-brgnde.

24
2.5

2.6

2.7

2.8

2.9
210
21

212

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

Pipettér 100 pl af den ekstraherede prgve klargjort i 1.4 ind i en 3M ELISA-brend.

Inkubér 3M ELISA-brgnde péa en orbital ryster indstillet til 400 o/min. ved omgivelsestemperatur (20-25 °C) i
30 £ 2 minutter. Hold brgndene daekket og nivelleret under dette trin for at forhindre fordampning.

Efter inkubation aspireres indholdet af 3M ELISE-brgnde.

Fyld hver 3M ELISA-brgnd helt med 1X vaskeoplasning og aspirer. Hvis vasken udfgres manuelt, skal du vende
pladen og haelde/ryste indholdet ud i en affaldsbeholder og sla brendene skarpt pa absorberende papir for at fjerne
resterende vaskeoplgsning. Gentag dette trin tre gange for i alt fire vaske.

Pipettér 100 pl af 1X Macadamiangd HRP-konjugat ind i hver 3M ELISA-brgnd. Inkubér pa en orbital ryster indstillet til
400 o/min. ved omgivelsestemperatur i 10 = 2 minutter. Hold pladen deekket i mgrket og nivelleret under dette trin.

Gentag trin 2.6 og 2.7 for at feerdiggare i alt fire vaske med vaskoplgsning (1X).
Pipettér 100 pl af 3M-kromogenisk substratoplasning (TMB) ind i hver 3M ELISA-brgnd.

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

Efter inkubation skal du tilseette 100 pl af 3M-stopopl@sning til hver 3M ELISA-brgnd og bestemme absorptionen
(ved 450 nm) inden for 30 minutter.
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Chromogenic ( ) €
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Resultatanalyse
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3.2

3.3

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

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

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

Minimumsydeevneegenskaber

a.

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

Detektionsgreensen defineres som den laveste koncentration af allergenet i en testprgve, som kan skelnes fra en
aegte blindprave ved et bestemt sandsynlighedsniveau®. Den bestemmes ved at tilfgje tre standardafvigelser til den
gennemsnitlige optiske densitetsveerdi af 36 standard nulreplikater og beregne den tilsvarende koncentration.

Kvantifikationsgreensen (LOQ) er 0,3 ppm

Kvantifikationsgreensen defineres som det laveste niveau af allergenet i en testprgve, som med rimelighed kan
kvantificeres ved et bestemt praecisionsniveau®.
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Praecision
Intraanalyse-praecision Gennemsnit %CV = <10 % N=12
Interanalyse-preecision Gennemsnit %CV = <10 % N=12

Specificitet og krydsreaktivitet
Denne analyse genkender macadamiangdprotein og blev testet versus forskellige praver for krydsreaktivitet (tabel 3.)

Tabel 3. Krydsreaktivitet af 3M Macadamiangd Protein ELISA Kit.

Matrixprove % krydsreaktivitet
Mandelmel <1%
Mandelmaelk <1%
BLG <1%
Bovint kasein <1%
Komeelk <1%
Paraned <1%
Boghvedemel <1%
Cashewngd <1%
Selleri <1%
Kikeert <1%
Kokosmel <1%
Kokosmaeelk <1%
Majsmel <1%
Fiske-parvalbumin <1%
Hasselnad <1%
Limabgnne <1%
Macadamiangd (+)
Sennepsfrg <1%
Ovomucoid <1%
Arteudtreek <1%
Jordngddemel <1%
Pecanngd <1%
Pinjekerne <1%
Pistaciemel <1%
Graeskarfrg <1%
Kammusling <1%
Sesamfrg <1%
Reje <1%
Sorghummel <1%
Sojamel <1%
Sojameelk <1%
Solsikkefre <1%
Valngd <1%
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m Utgivelsesdato: 2017-11

Produktveiledning

Macadamiangtteprotein ELISA Kit

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

Produktbeskrivelse og tiltenkt bruk
3M™ macadamiangtteprotein ELISA Kit er beregnet for & pavise makadamngttproteiner i CIP skyllevann, miljgpraver,
naeringsmiddelingredienser og prosesserte naeringsmidler.

3M macadamiangtteprotein ELISA Kit bruker en sandwich ELISA. Macadamiangtteproteinene som er til stede i prgven,
reagerer med antistoffet anti-makadamngtt, som har blitt adsorbert til overflaten av polystyrenmikrotiterbrgnnene.
Etter fijerning av ubundne proteiner ved vasking, tilsettes antistoffer for anti-macadamiangtt som er konjugert med
pepperrotperoksidase (HRP). Disse enzymmerkede antistoffene danner komplekser med det tidligere bundne
macadamiangttproteinet. Etter et andre vasketrinn detekteres enzymet som er bundet til immunosorbenten ved
tilsetning av et kromogent substrat, 3,3', 5,5'-tetrametylbenzidin (TMB). Fargeutviklingen fra denne enzymatiske
reaksjonen varierer direkte med konsentrasjonen av macadamiangttproteinet i praven som testes, absorbansen ved
450 nm er saledes et mal for konsentrasjonen av macadamiangttprotein i testprgven. Mengden macadamiangttprotein
i praven kan ekstrapoleres fra standardkurven, konstruert fra standarder med kjent konsentrasjon, og justeres for &
vurdere prgvefortynningen.

3M macadamiangtteprotein ELISA Kit er beregnet for bruk i laboratoriemiljg av kompetente labteknikere som er utdannet
i laboratorieteknikker. 3M har ikke godkjent dette produktet for bruk i andre industrier enn mat og drikke. 3M har for
eksempel ikke godkjent dette produktet for testing av farmasaytiske, kosmetiske, kliniske eller veterineerprgver. 3M
macadamiangtteprotein ELISA Kit har ikke blitt evaluert med alle mulige neeringsmidler, neeringsmiddelprosesser og
testprotokoller.

3M macadamiangtteprotein ELISA Kit inneholder 96 bragnner, beskrevet i tabell 1.
Tabell 1. Settkomponenter

Objekt Beskrivelse Preparering Oppbevaring Stabilitet
(se delen
Preparering
av reagens for
detaljer)
3M™ En foliepose med en Klar til bruk. 2-8 °Ciforseglede | Lukk folieposen
macadamiangttprotein | plate med 96 avtagbare folieposer med som inneholder
ELISA-brgnner antistoffbelagte brgnner. terkemiddel. ubrukte brgnner
og terkemiddel.
Oppbevares
ved 2-8 °C for
a opprettholde
stabiliteten til
utlepsdatoen for
settet.
3M™ macadamiangtt | Et hetteglass med 1,5 ml Fortynn 1/10 2-8 °C i market. 10X-konjugatet
HRP konjugat (10X) 10X pepperrotperoksidase | umiddelbart for er holdbart til
(HRP) konjugert antistoff bruk for & lage en 1X utlgpsdatoen for
' \ (10X). arbeidslgsning. settet.
- v ,
3M™ Et hetteglass med Se ELISA- 2-8°C. Ma ikke 3M macadamiangtt-
macadamiangttprotein | kjent konsentrasjon av prosedyredelen fryses. protein standard
standard konsentrat macadamiangttprotein. for standard konsentrat er
preparering. holdbart til
_ utlgpsdatoen for
settet.
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3M™
fortynningsmiddel
(5X)

En flaske med 50 ml 5X
fortynningsmiddel.

Fortynn 1/5
umiddelbart far
bruk for & lage en 1X
arbeidsopplasning.

2-8°C

5X 3M
fortynningsmiddel
er holdbar til
utlgpsdatoen for
settet.

3M™ vaskelgsning
(20X)

En flaske med 50 ml 20X
vaskelgsning.

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

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

20X 3M
vaskelgsningen

er holdbar til
utlepsdatoen

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

3MTM
Ekstraksjonsbuffer
E26 (4X)

En flaske med 120 ml 4X
ekstraksjonsbuffer.

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

2-8 °C for bade

1X arbeidslasningen
og 4X

3M ekstraksjons-
bufferkonsentratet.

1X
ekstraksjonsbuffer
og 4X 3M
ekstraksjonsbuffer
er holdbare til
utlepsdatoen for
settet.

svovelsyre.

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

er holdbar til
utlgpsdatoen for
settet.

Materialer som ikke fglger med i settet:

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

Risting av vannbad eller risting av inkubator

[}

° Reagensrgr

[ ]

[ ]

[

[

e Timer

e  Reagensrgrrister

[ ]

e  Orbital rister
Sikkerhet

Brukeren ma lese, forsta og felge all sikkerhetsinformasjon i bruksanvisningen for 3M macadamiangtteprotein ELISA Kit.
Behold sikkerhetsveiledningen for fremtidig referanse.

Presisjonspipetter og pipettespisser for 8 samle 10 til 100 pl

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

MERKNAD: Indikerer en potensielt farlig situasjon som, om den ikke unngas, kan fgre til materielle skader.
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For & redusere risikoene forbundet med eksponering for kjemikalier:

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

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

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

° Unngé hudkontakt med 3M stopplgsningen, se sikkerhetsdatabladet for ytterligere sikkerhetsinformasjon.

For a redusere risiko forbundet med falsk-negative resultater som kan fare til frislipp av kontaminert produkt:
Oppbevar 3M macadamiangtteprotein ELISA Kit slik som beskrevet pa pakningen og i produktveiledningen.

Bruk 3M macadamiangtteprotein ELISA Kit med mat- og miljgprgver som er godkjent internt eller av en tredjepart.
Faelg protokollen og utfer testene akkurat slik de beskrives i produktveiledning.

3M har ikke godkjent 3M macadamiangtteprotein ELISA Kit for bruk i andre bransjer enn mat og drikke. 3M har for
eksempel ikke godkjent dette produktet for testing av farmasgytiske, kosmetiske, kliniske eller veterinaerpraver.

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

° Bruk alltid 3M macadamiangtteprotein ELISA Kit fer utlgpsdatoen.

° Preparer alltid arbeidslasninger ved hjelp av de konsentrerte reagensene i 3M macadamiangtteprotein ELISA Kit
ved en temperatur pa 20-25 °C.
3M macadamiangttprotein standard konsentratet ma ikke utsettes for frost.
Ikke bruk kromogen substratlasning hvis den blir bla. Falg god laboratoriepraksis' for & unnga krysskontaminering
av 3M kromogen substratlgsning.

MERKNAD

For a redusere risikoen forbundet med ungyaktige resultater:

° Prgvestabilitet etter ekstraksjon har ikke blitt evaluert. ELISA-prosedyren bear utfgres rett etter pre@veekstraksjon.

e  Handter 3M macadamiangtteproteinstandarder i henhold til god laboratoriepraksis’ for & hindre krysskontaminering
av pragver.

Se sikkerhetsdatabladet for ytterligere informasjon.

For informasjon om dokumentasjon av produktytelse, kan du besgke var nettside pa www.3M.com/foodsafety eller
kontakte din lokale 3M-representant eller -forhandler.

Brukeransvar
Brukere er ansvarlige for & sette seg inn i produktveiledningen og informasjon om produktet. Besgk nettsiden var
www.3M.com/foodsafety eller kontakt din lokale 3M-representant eller distributer 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 stikkpraver, testprotokoller, preparering av prgver, handtering
og laboratorieteknikk kan pavirke resultatene. Matprgven i seg selv kan pavirke resultatene.

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

Det er ogsa brukerens ansvar & fastsla at alle prevemetoder og resultater tilfredsstiller kundens og leverandgrens krav.

Som med alle testmetoder, utgjer ikke resultatene som oppnas ved bruk av noe 3M 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
3M SEG ALLE DIREKTE OG INDIREKTE GARANTIER, INKLUDERT MEN IKKE BEGRENSET TIL, ENHVER GARANTI OM
SALGBARHET ELLER ANVENDELSE TIL ET BESTEMT FORMAL. Hvis noe 3M Food Safety-produkt er defekt vil 3M
eller dets autoriserte distributer erstatte eller refundere produktets kjgpesum etter eget skjgnn. Dette er dine ubetingede
rettigheter. Du mé straks varsle 3M innen seksti dager fra oppdagelsen av enhver mulig feil i et produkt og returnere
dette produktet til 3M. Vennligst ring kundeservice (1-800-328-1671) eller din offisielle 3M Food Safety-representant for
et autoriseringsnummer for retur av produktet.
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Begrensning av 3Ms ansvar

3M VIL IKKE VAERE ANSVARLIG FOR NOE TAP ELLER SKADE, DIREKTE ELLER INDIREKTE, SPESIELL, TILFELDIG
ELLER FOLGESKADE, INKLUDERT, MEN IKKE BEGRENSET TIL, TAPT FORTJENESTE. lIkke under noen omstendighet
skal 3Ms ansvar, under noen juridisk teori, overstige kjspesummen for et produkt som antas & veere defekt.

Oppbevaring og avhending
Oppbevar 3M macadamiangtteprotein ELISA Kit ved 2-8°C. M4 ikke fryses. Oppbevar fortynnede arbeidslgsninger som
beskrevet i tabell 1.

Komponentene i 3M macadamiangtteprotein ELISA Kit bar ikke brukes etter utlgpsdatoen. Utlapsdato og lotnummer er
angitt pa etiketten pa utsiden av esken.

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

Bruksanvisning
Faelg alle instruksjonene ngye. Dersom dette ikke blir gjort, kan det fagre 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. 3M ekstraksjonsbuffer

For & preparere 1X ekstraksjonsbuffer, tilsett en del av 3M ekstraksjonsbuffer (4X) og fortynn i tre deler deionisert
eller destillert vann. Forvarm ekstraksjonsbufferen (1X) til 50-60°C i et vannbad eller risteinkubator f@r bruk. Hver
pregve behgver 4,5 ml 1X ekstraksjonsbuffer.

b. 3M fortynningsmiddel

For & preparere 1X fortynningsmiddel, tilsett en del av 3M fortynningsmiddel (5X) til fire deler avionisert eller
destillert vann. Hver prgve behaver totalt 4,5 ml 1X fortynningsmiddel.

c. 3M vaskelgsninger

For & preparere 1X vaskelasning, tilsett en del 3M vaskelgsning (20X) til 19 deler avionisert eller destillert vann. Hver
3M ELISA-brgnn behaver omtrent 2,5 ml 1X vaskelgsning.

Merk: Det kan forekomme krystalldannelse i 3M vaskelgsningen (20X) nar den lagres ved 2-8°C. For & lgse opp
krystallene kan du varme 3M vaskelgsningen (20X) til 30-35°C i et vannbad eller inkubator fgr preparering av
vaskelgsningen (1X).

d. 3M macadamiangtt HRP-konjugat

For & preparere 1X macadamiangtt HRP-konjugat, tilsett en del av 3M macadamiangtt HRP-konjugat (10X) og
fortynn den i 9 deler 1X fortynningslasning. Klargjer umiddelbart fer bruk. Hver 3M ELISA-brgnn trenger 100 pl av
1X macadamiangtt HRP-konjugat.

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

Tabell 2. Prgvepreparering

Prevematriks Prgvemengde | 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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Inkuber fortynnede prgver i et ristende vannbad eller ristende inkubator ved 50-60 °C i 25 * 1 minutt. Et annet
alternativ er a la prgvene ligge i et vannbad eller inkubator ved 50-60°C og riste manuelt i 1 minutt hvert 5. minutt.

Etter inkubering sentrifugeres prgven 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.

Samle opp 100 pl fra det midtre (vandige) laget og tilsett det til 900 pi fortynningslasningen (1X). Rar eller rist for &

blande godt (dette tilsvarer en 1/100 fortynning av den opprinnelige praven.)

50-60 °C
00:25:80

3000 g/ 80:00:30
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ELISA-prosedyre

21

Ta en 3M ELISA-brgnn pr. preve og/eller standard og plasser brennene i brennholderen. Returner de ubrukte 3M
ELISA-brgnnene til folieposen, forsegle og sett tilbake til lagring ved 2-8°C.

2.2 Bruk 3M macadamiangttprotein standard konsentrat til & preparere et sett med fire standarder fortynnet i
fortynningsmiddel (1X).
Standardnummer Standardkonsentrasjon Standardvolum tilsatt til 1X Volum av 1X
(ng/mL) fortynningsmiddel fortynningsmiddel
5 270 10 pl av 3M 990 ul
macadamiangttprotein standard
konsentrat
4 90 200 pl av standard nummer 5 400 pl
3 30 200 pl av standard nummer 4 400 pl
2 10 200 pl av standard nummer 3 400 pl
1 3,33 200 pl av standard nummer 2 400 pl
0 0 0 400 pl
2.3 Pipette 100 pl av hver standard i 3M ELISA-brgnner.

24
2.5

2.6

27

2.8

2.9
210
21

2,12

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

Pipette 100 pl av den ekstraherte prgven tilberedt i 1.4 i en 3M ELISA-brgnn.

Inkuber 3M ELISA-brgnnene pa en orbital-ristemaskin innstilt p4 400 opm ved omgivelsestemperatur (20-25 °C) i
30 = 2 minutter. Hold brgnnene tildekket og i vater under dette trinnet for & unngé fordampning.

Sug opp innholdet i 3M ELISA-brgnnene etter inkuberingen.

Fyll fullstendig hver 3M ELISA-brgnn 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 macadamiangtt HRP-konjugat i hver 3M ELISA-brenn. Inkuber pa en orbital-ristemaskin innstilt
pa 400 opm ved omgivelsestemperatur i 10 £ 2 minutter. Hold platen tildekket i mgrket og plant under dette
trinnet.

Gjenta trinn 2.6 og 2.7 for & fullfgre totalt fire vasker med vaskelgsningen (1X).
Pipette 100 pl 3M kromogen substratlasning (TMB) i hver 3M ELISA-brgnn.

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

Etter inkubering, tilsett 100 pl 3M stopplasning i hver 3M ELISA-brann og finn absorbansen (ved 450 nm) innen
30 minutter.
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3.2

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

Bruk en dataprogramvare som er i stand til & generere en fireparameters logisk kurvetilpasning til & konstruere en
standardkurve ved 8 plotte konsentrasjonen i ng/ml (ppb) pé& x-aksen og absorbansavlesningen til hver tilsvarende
standard pé y-aksen. En andre rekkefglge polynomial (kvadratisk) eller annen kurvetilpasning kan ogsé benyttes, de
vil imidlertid veere en mindre presis passform av dataene.
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3.3 Beregn pravekonsentrasjonene ut fra standardkurven, resultatenheten er i ng/ml (ppb). Deretter multipliseres

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

Minimum ytelsesegenskaper

a.

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

Deteksjonsgrensen er definert som den laveste konsentrasjonen av allergenet i en testprgve som kan skilles fra
en ekte blankprgve ved et spesifisert sannsynlighetsniva®. Det bestemmes ved & legge til tre standardavvik til
den gjennomsnittlige optiske tetthetsverdien av trettiseks standard null-replikater og beregne den tilsvarende

konsentrasjonen.

b. Kvantifiseringsgrensen (LOQ) er 0,3 ppm

Kvantifiseringsgrensen er definert som det laveste nivaet av allergenet i en testpreve som kan rimelig kvantifiseres
pa et spesifisert presisjonsniva pa3.

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

Spesifisitet og kryssreaktivitet
Denne analysen gjenkjenner makadamngttprotein og ble testet mot forskjellige praver for kryssreaktivitet (tabell 3).

Tabell 3. Kryssreaktivitet av 3M macadamiangtteprotein ELISA Kit.

Matrisepreve % Kryssreaktivitet
Mandelmel <1%
Mandelmelk <1%
BLG <1%
Bovint kasein <1%
Bovin melk <1%
Parangtt <1%
Bokhvetemel <1%
Cashew <1%
Selleri <1%
Kikert <1%
Kokosngttmel <1%
Kokosngttmelk <1%
Maismel <1%
Fisk parvalbumin <1%
Hasselngtt <1%
Limabgnne <1%
Macadamiangtt +)
Sennepsfre <1%
Ovomukoid <1%
Erteekstrakt <1%
Peangttmel <1%
Pekanngtt <1%
Pinjekjerne <1%
pistasjemel <1%
Gresskarfrg <1%
Kamskjell <1%




Sesamfrg <1%
Reke <1%
Durramel <1%
Soyamel <1%
Soyamelk <1%
Solsikkefra <1%
Valnett <1%
Referanser
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1. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices for

Nonclinical Laboratory Studies.

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

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

Symbolforklaring

www.3M.com/foodsafety/symbols
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m Data de emissdo: 2017-11

Instrugdes do Produto

Kit ELISA para Proteina de Macadamia

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

Descrigcdo e Uso recomendado do produto
O 3M™ Kit ELISA para Proteina de Macadamia tem a finalidade de detectar proteinas de macadamia em agua de ultimo
enxague do clean-in-place (CIP), amostras de swab do ambiente, ingredientes alimentares e alimentos processados.

O 3M Kit ELISA para Proteina de Macadamia utiliza um ELISA sanduiche. As proteinas de macadamia presentes

na amostra reagem com o anticorpo anti-macadamia, que foi adsorvido na superficie dos pogos de microtitulagédo

de poliestireno. Apds a remogao das proteinas néo ligadas através de enxague, sdo adicionados os anticorpos
anti-macadamia conjugados com peroxidase de rabano (HRP). Estes anticorpos marcados com enzimas formam
complexos com a proteina de macadamia previamente ligada. Apds uma segunda etapa de enxague, a enzima ligada
ao imunoabsorvente é detectada pela adicdo de um substrato cromogénico de 3,3’,5,5-tetrametilbenzidina (TMB). O
desenvolvimento da cor desta reagdo enzimatica varia diretamente com a concentragdo de proteina de macadéamia na
amostra testada; assim, a absor¢cdo, em 450 nm, é a medida da concentracdo de proteina de macadédmia na amostra de
teste. A quantidade de proteina de macadamia na amostra de teste pode ser extrapolada da curva padrao, construida
com base em padrdes de concentragédo conhecida e ajustada para considerar a diluicdo da amostra.

O 3M Kit ELISA para Proteina de Macadamia destina-se para uso em laboratério por profissionais treinados em técnicas
laboratoriais. A 3M nao documentou o uso deste produto em outros setores que ndo o de alimentos e bebidas. Por
exemplo, a 3M ndo documentou este produto para testar amostras farmacéuticas, de cosméticos, clinicas ou veterinarias.
O 3M Kit ELISA para Proteina de Macadamia néo foi avaliado com todos os alimentos, processos alimentares e protocolos
de teste possiveis.

O 3M Kit ELISA para Proteina de Macadamia contém 96 pocos, descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Componentes do Kit

Item Identificagéo Preparacao Armazenamento | Estabilidade
(consulte a se¢do
Preparagao de
Reagente para
detalhes)
3M™ Pocos ELISA Um saco de aluminio com Pronto para usar. 2a8°Cemum Feche novamente
para Proteina de uma placa de 96 pocgos saco de aluminio | o saco de aluminio
Macadamia destacaveis revestidos com fechado com contendo pogos
anticorpos. dessecante. nao utilizados
e dessecante.
Armazene entre 2
e 8°C para manter
a estabilidade até
a data de validade
do kit.
3M™ Conjugado com | Um frasco com 1,5 mL de Diluir 1710 2a8°Cno O conjugado 10X
HRP e Macadamia anticorpo (10X) conjugado imediatamente antes | escuro. fica estavel até a
(10X) com HRP 10X. do uso para fazer uma data de validade
solucdo de uso 1X. do kit.
<
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Diluente 5X.

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

3M™ Concentrado Um frasco com uma Consulte asecdode |2 a8°C. Nao O 3M
Padrédo de Proteina de | concentragdo conhecida de Procedimento ELISA | congele. Concentrado
Macadamia proteina de macadamia. para preparagéo Padrédo de Proteina
padrao. de Macadamia fica
_ estavel até a data
de validade do kit.
3M™ Diluente (5X) Um frasco com 50 mL de Diluir 1/5 2a8°C A 3M Solugéo

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

3M™ Solugéo de
Enxague (20X)

Um frasco com 50 mL
solugdo de enxague 20X.

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

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

A 3M Solugao de
Enxague 20X fica
estavel até a data
de validade do

kit. A Solucao de
Enxague 1X fica
estavel pelo menos
por uma semana
apos o preparo.

Bloqueio

M de acido sulfurico.

3M™ Tampéo de Um frasco com 120 mL de Diluir 1/4 para fazer 2 a 8°C tanto O Tampao de
Extracdo E26 (4X) tampéo de extragéo 4X. uma solugao de uso para a solugao Extracdo 1X e o
1X. A solucdo de uso | de uso 1X 3M Tampao de
deve ser aquecida até | quanto para o Extracdo 4X ficam
50 a 60°C antes do concentrado estaveis até a data
uso. 3M Tampiao de de validade do kit.
Extragcédo 4X.
3M™ Solugao Um frasco com 12 mL de Pronto para usar. 2a8°Cno Proteja da luz.
de Substrato 3,3’,5,5-tetrametilbenzidina escuro. A 3M Solucio
Cromogénico (TMB). de Substrato
Cromogénico fica
_ estavel até a data
de validade do kit.
3M™ Solugao de Um frasco com 12 mL de 0,3 | Pronto para usar. 2a8°C A 3M Solucgéo

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

Materiais ndo fornecidos no kit:

Lavadora/aspirador de placa de microtitulacédo
Agua destilada ou deionizada

Leitora de placa de microtitulagéo
Equipamento laboratorial variado para a preparacéo de solugbes reagentes e tampéao

Banho-maria agitador ou incubadora agitadora

[ ]

e  Tubos de teste

[ ]

[ ]

[}

[}

e  Temporizador

e  Vortice

[}

e  Agitador orbital
Segurancga

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

O usuério deve ler, entender e seguir todas as informagdes de seguranga nas instrugdes para o 3M Kit ELISA para
Proteina de Macadamia. Guarde as instrugdes de seguranga para referéncia futura.

A AVISO:

e/ou danos materiais.

Indica uma situagdo de perigo que, se nédo evitada, pode resultar em morte ou ferimentos graves
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RECOMENDAGAO: Indica uma situacdo potencialmente perigosa que, se ndo 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.

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

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

° Evite o contato com a pele da 3M Solucéo de bloqueio, consulte a ficha de dados de seguranga para obter
informacdes adicionais de seguranca.

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

e  Armazene o 3M Kit ELISA para Proteina de Macadamia conforme indicado na embalagem e nas instrucdes do
produto.

° Utilize o 3M Kit ELISA para Proteina de Macadamia para amostras de alimentos e ambiente que foram validadas
internamente ou por terceiros.
Siga o protocolo e realize os testes exatamente conforme especificado nas instrugdes do produto.
A 3M n3o documentou o uso do 3M Kit ELISA para Proteina de Macadamia em setores diferentes de alimentos
e bebidas. Por exemplo, a 3M 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:

e  Sempre utilize o 3M Kit ELISA para Proteina de Macadamia até a data de validade.

° Sempre prepare as solu¢des de uso utilizando os reagentes concentrados do 3M Kit ELISA para Proteina de
Macadamia em temperatura entre 20 e 25°C.
Nao congele o 3M Concentrado Padrédo de Proteina de Macadamia.
Se a solugdo de substrato cromogénico ficar azul, ndo a utilize. Siga Boas Praticas Laboratoriais' para evitar
contaminacéo cruzada da 3M Solugéo de Substrato Cromogénico.

RECOMENDAGAO

Para reduzir os riscos de resultados imprecisos:

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

° Manuseie os 3M Padrées de Proteina de Macadamia seguindo Boas Praticas Laboratoriais' para prevenir a
contaminacdo cruzada das amostras.

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

Para informagdes sobre a documentacio de desempenho do produto, visite nosso site www.3M.com/foodsafety ou
entre em contato com nosso representante 3M ou distribuidor local.

Responsabilidade do usuario
Os usuérios sdo responsaveis por se familiarizarem com as instrugdes e informagdes do produto. Acesse nosso website
em www.3M.com/foodsafety, ou contate o seu representante ou distribuidor local da 3M para obter mais informagdes.

Assim como em todos os métodos usados para analise de alimentos, a matriz de teste pode influenciar os resultados.
Ao selecionar qualquer método de teste, é importante considerar que fatores externos, como métodos de amostragem,
protocolos de teste, preparo de amostras, manipulagdo e a técnica de laboratério utilizada, podem influenciar nos
resultados. A amostra do alimento, em si, pode influenciar os resultados.

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

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 3M Food Safety ndo constituem uma
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garantia da qualidade das matrizes ou processos com eles testados.

Limitagdo de Garantia/Recursos Limitados

A 3M REJEITA TODOS OS TERMOS EXPRESSOS E IMPLICITOS DE GARANTIA, MAS SEM EXCLUSIVIDADE,
QUAISQUER GARANTIAS DE COMERCIALIZACAO OU DE ADEQUAGCAO PARA UM DETERMINADO USO. Se ficar
provado que qualquer produto da 3M Food Safety encontra-se defeituoso, a 3M ou seu distribuidor autorizado
procedera a respectiva substituicdo ou, se assim o decidir, restituira o dinheiro da compra do produto. Estes sdo os seus
Unicos termos de recurso. A 3M devera ser prontamente notificada, até sessenta dias apds a descoberta de qualquer
defeito suspeito no produto e o mesmo deveré ser devolvido & 3M. Telefone para o Linha Aberta (0800-0132333) ou
para o seu representante oficial da 3M Food Safety, a fim de obter uma Autorizagdo de Devolugédo de Mercadoria.

Limitagcédo de responsabilidade da 3M

A 3M 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 3M exceder o
preco de compra dos produtos supostamente defeituosos.

Armazenamento e descarte
Armazene os contelidos do 3M Kit ELISA para Proteina de Macadamia entre 2 e 8°C. Ndo congele. Armazene solugbes
de uso diluidas conforme descrito na Tabela 1.

Os componentes do 3M Kit ELISA para Proteina de Macadamia 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 instru¢gdes com atengdo. Caso contrario, pode haver resultados imprecisos.

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

a. 3M Tampao de Extragéo

Para preparar o Tampao de Extragdo 1X, adicione uma parte do 3M Tampéo de Extracéo (4X) e dilua em trés
partes de dgua deionizada e destilada. Pré-aqueca o Tampéo de Extracédo (1X) entre 50 e 60°C em banho-maria ou
incubadora de agitagdo antes de usar. Cada amostra precisa de 4,5 mL do Tampéo de Extragdo 1X.

b. 3M Solugédo Diluente

Para preparar a solugdo Diluente 1X, adicione uma parte do 3M Diluente (5X) para quatro partes de dgua
deionizada ou destilada. Cada amostra precisa de um total de 4,5 mL do Tampé&o de Extragéo 1X.

c. 3M Solugao de Enxague

Para preparar a Solucéo de Enxague 1X, adicione uma parte da 3M Solucéo de Enxague (20X) para 19 partes de dgua
deionizada ou destilada. Cada 3M Pocgo ELISA precisa de aproximadamente 2,5 mL de Solugdo de Enxague 1X.

Observacéo: A formagéo de cristais na 3M Solucéo de Enxague (20X) pode ocorrer quando ela for armazenada
entre 2 e 8°C. Para dissolver os cristais, aqueca a 3M Solucédo de Enxague (20X) entre 30 e 35°C em banho-maria
ou incubadora antes de preparar a Solucdo de Enxague (1X).

d. 3M Conjugado com HRP e Macadamia

Para preparar o Conjugado com HRP e Macadamia 1X, adicione uma parte de 3M Conjugado com HRP e
Macadamia (10X) e dilua em 9 partes de Solugéo Diluente 1X. Prepare imediatamente antes do uso. Cada 3M Pogo
ELISA precisa de 100 uL de Conjugado com HRP e Macadamia 1X.

Preparo da amostra
Observacao: Todas as amostras devem ser extraidas com o Tampé&o de Extragéo 1X pré-aquecido entre 50 e 60°C.
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11 Prepare a amostra para extracio da proteina em tubo de teste limpo ou descartavel conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Preparo da amostra

Liquido
[ ]
0.5 mL
[ ]
CIP
0.5 mL

Extraction buffer

4.5 mL1X
Extraction buffer

4.5 mL1X
Extraction buffer

Matriz de amostra Tamanho da Dilui¢io (1/10)
amostra
Alimentos sélidos 0,5+0,02g Adicione 4,5 = 0,09 mL de Tamp&o de Extracao 1X pré-
aquecido
Alimentos liquidos 0,5+0,01mL Adicione 4,5 £ 0,09 mL de Tampao de Extragédo 1X pré-
aquecido
Ultima Agua de Enxague CIP 0,5+0,01mL Adicione 4,5 + 0,09 mL de Tampéao de Extragdo 1X pré-
aquecido
Sdlido
‘ [ ]
€ -
~ — 4=\
\ s, <y
U> o 4.5 mL1X

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

a cada 5 minutos.

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

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

50-60°C
00.25:00 »

ou

ou

3000 g / 00:0030

Procedimento ELISA

21

Remova um 3M Poco ELISA por amostra e/ou padrao e coloque os pogos no suporte de pogos. Devolva os 3M Pogos
ELISA néo utilizados para a sacola de aluminio, feche novamente e retorne para o armazenamento entre 2 e 8°C.

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

2.3

2.4
2.5

2.6
27

Pipetar 100 pL de cada padrado nos 3M Pogos ELISA.

Padréo O (Solugéo Diluente 1X)
Padrao 1(3,33 ng/mL) ppb
Padrio 2 (10 ng/mL) ppb
Padrao 3 (30 ng/mL) ppb
Padrao 4 (90 ng/mL) ppb
Padrio 5 (270 ng/mL) ppb

Pipetar 100 pL da amostra extraida preparada no 1.4 em um 3M Pocgo ELISA.

Incubar os 3M Pogos ELISA em um conjunto de agitador orbital a 400 rpm em temperatura ambiente (20 a 25°C)
por 30 = 2 minutos. Mantenha os pogos cobertos e nivelados durante esta etapa para evitar a evaporagao.

Apds a incubacéo, aspire os contetidos do 3M Pocgos ELISA.

Preencha completamente cada 3M Poco ELISA com Solugdo de Enxague 1X e aspire. Se a lavagem for feita
manualmente, inverta a placa e despeje/balance os conteidos em um recipiente de descarte e bata os pocgos
diretamente em papel absorvente para remover solucao de enxague residual. Repita esta etapa trés vezes em

6
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2.8 Pipetar 100 pL de Conjugado com HRP e Macadamia 1X em cada 3M Pog¢o 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.

quatro lavagens.

2.9 Repita as etapas 2.6 e 2.7 para completar um total de quatro enxdgues com a Solucdo de Enxague (1X).
210 Pipetar 100 pL de 3M Solucéo de Substrato Cromogénico (TMB) em cada 3M Poco ELISA.

211 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.

212 Apés incubacédo, adicione 100 pL de 3M Solugéo de bloqueio em cada 3M Pogo ELISA e determine a absorgéo
(a 450 nm) dentro de 30 minutos.

00:10:00/Temperatura ambiente
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100pL\ \
R 100uL
- g\

Chromogenic

Substrate Solution 3M stop

Solution

00:10:00/Temperatura ambiente

Analise de Resultados
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3.2

3.3

Subtraia o valor médio de ruido de fundo para cada amostra (Leitura de absor¢do média da amostra menos a
leitura média de absorg¢éo do padréo zero).

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

Calcular as concentragdes da amostra fora da curva padréo; a unidade de resultado estd em ng/mL (ppb). Em
seguida, multiplique pelo fator de diluigdo da amostra para obter a concentragdo da amostra original. Por exemplo,
se a diluicdo total da amostra for 17100 e a concentracédo da amostra da curva padrao for 200 ng/mL (ppb), a
concentracéo final da amostra sera 200 ng/mL x 100 = 20.000 ng/mL (ppb) que é 20 pg/mL (ppm).

Caracteristicas do Desempenho Minimo

a. O Limite de Deteccéo (LOD) analitico é 1,1 ng/mL (ppb)
O limite de deteccao é definido como a concentragao mais baixa do alergénico em uma amostra de teste que
pode ser distinguida de um branco de amostra em um nivel de probabilidade especificado®. Ela é determinada
ao adicionar trés desvios padrao ao valor médio de densidade 6ptica de trinta e seis replicatas do padrao zero e
calcular a concentragdo correspondente.
b. O Limite de Quantificacdo (LOQ) é 0,3 ppm
O limite de quantificagdo é definido como o nivel mais baixo do alergénico em uma amostra de teste que possa ser
razoavelmente quantificada em um nivel de precisdo especifico.
Precisdo
Precisdo Intra-ensaio %CV média = <10% N=12
Precisdo entre ensaios %CV média = <10% N=12

Especificidade e Reatividade Cruzada
Este ensaio reconhece a proteina de macadamia e foi testado em diversas amostras para reatividade cruzada (Tabela 3).

Tabela 3. Reatividade Cruzada do 3M Kit ELISA para Proteina de Macadéamia.

Amostra matriz % de reatividade cruzada
Farinha de améndoa <1%
Leite de Améndoa <1%
BLG <1%
Caseina Bovina <1%
Leite Bovino <1%
Castanha do Para <1%
Farinha de Trigo <1%
Caju <1%
Aipo <1%
Gréo-de-bico <1%




Farinha de Coco <1%
Leite de Coco <1%
Farinha de Milho <1%
Parvalbumina de Peixe <1%
Avela <1%
Feijao-de-Lima <1%
Macadamia (+)
Semente de Mostarda <1%
Ovomucdide <1%
Extrato de Ervilha <1%
Farinha de Amendoim <1%
Noz Peca <1%
Pinhao <1%
Farinha de Pistache <1%
Semente de Abdbora <1%
Vieira <1%
Semente de Gergelim <1%
Camarao <1%
Farinha de Sorgo <1%
Farinha de Soja <1%
Leite de Soja <1%
Semente de Girassol <1%
Noz <1%
Referéncias
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m Hpepopnvia ékSoong: 2017-11

MAnpowopicg rtpoiovtog

Kit Aokipaoiag ELISA NMpwteivng Makavtapia

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

To 3M™ Kut Aokipactiag ELISA Mpwteivng Makavtapia poopidetal yLla tnv avixveuon Twy TPWIEVWY Jakavtapla
0€ VEPO TEALKNG EKTIAUCNG cUCTNPATWVY emLToTiLOU KaBapLopou (CIP, clean-in-place), eptBarovtika Selypata,
OUOTATLKA TPOYIHWV Kal EMEEEPYACPEVA TIPOLOVTA TPOPLHWV.

To 3M Kt Aokipaotag ELISA Mpwtelvng Makavtayia xpnotpototel Sokipaotia ELISA tumou sandwich. Ot
TIPWTELVEG JAKAVTAWLA TIOU EVaL TIAPOUCEC 0TO Selypa avti§pouv e T aVTLOWHATA AVTL-HAKaVTApLa, TTou
€xouv amoppownBel otnv emLpdavela PPeATiWY PLKPOTLTAOTIOLNTH TIOAUCTUPOALoU. MeTd TNV amopdkpuvon

TWV aSE0PEVTWY TIPWTEIVWV PE TTAUGK, TIPOOTIBEVTAL AVTLOWHATA AVTL-HAKaVTApPLa cUZEUYPEVa PE
utepo&elddon ayploparmaviou (HRP). Autd ta onpacpéva pe éviupo avtiowpata oxnpati¢ouv cUPTIAOKA PE

TNV TPONYOUHEVWE SECHEVHEVN TIPWTELVN pakavTdpta. Metd amo éva SeUtepo Bripa TAUGNG, To £€vCUPO TIoU
elval SeCPEVPEVO OTOV AVOCOTIPOCPOPNTH AVLXVEVETAL HECW TNG TIPOCBNKNG EVOG XPWHOYOVOU UTIOCTPWHATOG,
3,3',5,5-tetpapeburoBevliSivn (TMB). H avdmtuén xpwuatog amnd autrv tnv evUPATLK avtispaon TToKIAAEL
avdahoya Pe T CUYKEVTPWON TNG TPWTELVNG JaKavTapLla oto e&etalopevo Selypar GUVETIWG, N armoppdPnaon, ota
450 nm, elvat éva PETPO TNG CUYKEVTPWONG TG TPWTEIVNG pakavtdpla oto egetalopevo Selypa. H moodtnta tng
TpWTElvNg pakavtapLla oto gEetalopevo Selypa pmopel va eEayBel pe poekBoAn amd tnv PdTUTIN KAPTIUAN, N
ottola Snuloupyeltat amd TPOTUTIA YVWOTHG CUYKEVTPWONG Kal Tipocappodetatl wote va AngBel uttoyn n apaiwon
Tou &elyparod.

To 3M Kt Aokipaotag ELISA Mpwtelvng Makavtapia ipoopidetal yia xprion o€ epLBairov epyactnpiou amod
ETAYYEAPATIEG EKTIALSEUPEVOUG OTLG EPYAOTNPLAKEG TEXVIKEG. H 3M S€V £XEL TEKUNPLWOEL TN XPron autou

TOU TIpoldVTOG O€ Blopnyavieg AANEG aTtO eKEIVEG TWV TPOWIPWVY KAl TIOTWV. Ma Ttapadetypa, N 3M Sev €xel
TEKPNPLWOEL AUTO TO TIPOLOV YL TOV EAEYXO SELYHATWY PAPHAKEUTIKWY TIPOTOVTWY, KAAUVTLKWY, KALVLIKWV 1)
KTNVLATPLKWVY SeLypatwv. To 3M Kit Aokipaciag ELISA Mpwteivng Makavtapia Sev €xel aglohoynBel pe dAa ta
mBavd mpoidvta Tpoipwy, dtepyacieg enegepyaciag Tpo@ipwy Kat TIPWTOKOANA SOKLUWV.

To 3M Kt Aokipaotag ELISA Mpwtelvng Makavtapia epLéxel 96 ppedtLa, Tou TepLlypagovtal otov Mivaka 1.
Nivakag 1. Mepleydpeva Kit

EiSog Tautotoinon MNpomapackeun AmoOnkeuon | Ztabepotnta

(BA. TNV evétnta

"Mpomapackeun

Avtispaoctnpiwv”

yla AETITOPEPELEG)
3M™ dpedtia ‘Eva aAOULVEVLO GOKOUAAKL | ‘Etolpo yia xpron. 2-8°C o€ Ermavacypayilete
Aokipaoiag HE éva TIAaKLSL0 TwV OPPAYLOPEVO | TO AAOUHLVEVLO
ELISA Mpwtetvng 96 aalpoupEVWY, OAOUMLVEVLO | OOKOUAAKL TTOU
MakavtapLa ETILKOAUPPEVWY PE avTiowpa OOKOUAAKL TIEPLEXEL TA

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

ENpavtiko peoo.
®UAACOETE OTOUC
2-8 °CyLa va
SlatnpnBel n
otabepoTnTa PEXPL
TNV nUepopnvia
AAENG Tou KLT.
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3M™ ZUleuypa ‘Eva @LaAisio pe 1,5 mL 10X | Apawwote 1/10 2-8°C oe To 10X ouleuypa
Makavtdpia HRP AvTloWPaTog ZUlEVYPEVOU | apéowg TIpLY TN OKOTELVO elvat otabepo pexpL
(10X) pe Yriepo&eldaon (HRP) Xpron yLa va XWPO. TNV nUepopnvia
’ ‘ (10X). TIAPACKEVAOETE 1X AAENG Tou KLT.
- m SldAupa epyactag.
3M™ FupmOkvwpa [ Eva @laAidio pe yvwotn Avatpééte otnv 2-8 °C. To 3M ZupTmUkvwPa
Mpotutou OUYKEVTPWON TPWTEIVNG evotnta "Awadikacia [ Na pnv Mpotutou
Mpwteivng pakavtdagia. ELISA" yLa tnv katauyxetat. | Mpwrteivng
Makavtduia TIAPACKEUN TOU Makavtdpia sivat
TipoTUTIoU. oTabepO péXPL TNV
TOU KLT.
3M™ Apaltwttko (5X) | Mia @udAn pe 50 mL 5X Apawwote 1/5 2-8°C To 5X 3M AtdAupa
ApalwTikoU. apECWE TIPLY TN ApalwtikoU glvat
Xpron yLa va otabepd pexpL TNV
TIAPACKEVAOETE 1X nuepopnvia Anéng
SLaAupa epyaotag. TOU KILT.
3M™ AtdAupa Mia @LaAn pe 50 mL 20X Apawwote 1/20 ywa 2-8°Cto00 | To 20X 3M AtdAupa
MAVoNG (20X) SLaAUpatog MAUoNG. va mapaokevdoste | ylato 1X MAVoNG elvat
1X SLtahupa SLaAupa otabepd pexpL
epyaotag. epyaoctag 600 | tnv nuepounvia
Kat yta to 20X | Anéng tou Kit. To
OUMPTIUKVWHA | 1X AtdAupa MAUoNG
AtaAUpatog | elval otaBepo yia
MAUONG. TOUAAyLOTOV pila
_ eBSopada peta tnv
TIAPACKEUN.
3M™ PuBuLOTIKO Mia @LaAn pe 120 mL 4X Apawwote 1/4 yiava |2-8 °Ctoco | To 1X PuBuLotikod
AtdAupa EkxUAlong | puBpLoTtikol SLaAupatog mapaockevdoete 1X | ytato 1X AtdA\upa EkyUALong
E26 (4X) ekXUALONG. SLaAupa epyaotag. SLaAupa Kat to 4X 3M

To 8LdAupa epyactiag
Ba mpémeL va

epyaoctiag 6co
Kat yLa to 4X

PuBpLotiko Atdhupa
EkxUALoNg elvat

BeppavBel otoug OUMPTIUKVWHA | oTaBepd péxpL TNV
50-60 °C mtpLv tn 3M nuepopnvia Anéng
xpron. PuBpLotikol | TOU KLT.
AtoAUpatog
ExkxUALONG.
3M™ AldAupa Mia @LdAn pe 12 mL ‘ETOLMO yLa xprion. 2-8°Coe MpootateVlete
Xpwpoyovou 3,3,5,5-tetpapebuA- OKOTELVO armo To PuWG.
YTIOOTPWHATOG BevlLdivng (TMB). XWpo. To 3M AudAupa
Xpwpoyovou
YTootpwpatog evat
oTabepO pEXPL TNV
TOU KLT.
3M™ AldAupa Mia @LaAn Twv 12 mL pe ‘Etolpo ya xprion. 2-8°C To 3M AtdAhupa

AtakoTiig

0,3 M BeLk6 0&U.

AtakoTtAg elvat
otabepd pexpL TNV

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

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

AOKLPOOTLKA CWANVapLa

Zuokeun MAUoNG/avappo@nong TAAKLE{wY PLKPOTITAOU

ATIECTAYEVO I ATILOVIOPEVO VEPO

MAakisLo avdyvwong PLtkpotitAou

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

Avadeutrpag TUTIoU vortex

AVaKLVOUPEVO USATOAOUTPO f AVAKLVOUHEVOG ETTWACTIPAG

Avakvntrpag pe eMeldoeldr) kivnon

AcpdaAeLa

O Xprotng TIPETIEL va SLAPBACEL, VA KATAVONOEL KAL VA AKOAOUBEL OAEG TLG TTANPOPOPLEG ACPAAELAG OTLG 08NYLEG yLa
T0 3M Kt Aokipaociag ELISA Mpwteivng Makavtdpia. @UAAETE TLG 08nyileg ao@AAELAG yLa HEAAOVTLKEA avagopd.

A NPOEIAOMOIHZIH: YmoSelkvUEL PLa eTikivéuvn katdotaaon, n omola, edv Sev amo@euyBel, pmopel va éxet wg
anotéAeopa Bdvato r} coBapd TPAUPATLOHO /KAl Kataotpoyn tsloktnotlag.

YMOAEIZH: YmodelkvUeL pla SuvnTLKA €TiLkivéuvn Kataotaon, n otola, eav ev anoweuyBel, ymopel
Va £XEL WG ATIOTEAECHA KaTaoTpown L&lokTnolag.

A NMPOEIAONOIHZH

Ma va JELWOETE TOUG KLVEUVOUG TIou oXeTi{ovtal PHe €KBEON OE XNHULKEG OUGLEG:

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

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

e AKOAOUBE(TE TTAVTA TLG TUTILKEG EPYAOTNPLAKEG TIPAKTIKEG AOWAAELAG, CUMTIEPLAAUBAVOUEVNG TNG XPONG TNG
KATAAANANG TIPOOTATEUTLKNG evSUpaciag Kat Tipootaciag patiwy otav xelpileote aviispaotrpLa.

e Amo@uyete TNV emayr] Pe to 3M Atdhupa AlakoTting, BA. to ®UANO AsSopévwy AcaleLlag yLa TipOoBeTeq
TANpowopleg acpdaAeLac.

Ma va PELWOETE TOUG KLVEUVOUG Ttou oXETLovTal PE PEVSWG APVNTLKA ATIOTEAEGHATA TTOU 08NYoUV GTNV

amod£cpEUC HOAUGHEVOU TIPOLOVTOG:

e  duAdooete To 3M Kt Aokipaciag ELISA Mpwtetvng Makavtdpia cOp@wva Je TG uttoSel&eLg otn ouokevaaoia
Kal OTLG TIANPOYOopleg TIPOIOVTOG.

e  Xpnoluoroleite to 3M Kit Aokipaoiag ELISA Mpwtelvng Makavtapta yla Sslypata tpo@ipwy Kat
TIEPLBAANOVTIKA SELyPATA TIOU £XOUV ETILKUPWOEL EOWTEPLKA I aTtd €va TPITo PEPOG.

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

e H3M Sev €xeL TEKPNPLWOEL TN XPron tou 3M Kit Aokipaciag ELISA Mpwtelvng Makavtapla o€ Blopnxavieg
GM\eG amtd eKelVEC TWV TPOYPIPWVY KaL TIOTWV. Ma Ttapadelypa, N 3M Sev €XEL TEKUNPLWOEL AUTO TO TIPOLOV yLa
TOV €AEYX0 SELYPATWY PAPHAKEUTLIKWY TIPOLOVTWY, KAAAUVTIKWY, KAVIKWY ] KTNVLATPLKWY SELYHATWV.

Ma va JELWOETE TOUG KLVSUVOUG Ttou oxXeTiovtal Pe avakpLPr armoteAEécpatTa TTOU 08nyouvV oTnV

amoS£cpEUC HOAUGHEVOU TIPOLOVTOG:

e  Xpnoluotoleite avta to 3M Kit Aokipaciag ELISA Mpwtelvng Makavtapia péxpt TNV nuepopnvia AREnG.

e [lapaokeuddlete tdvta Ta SLoAUpPata epyaciag XpnoLUoTIoLWVTAG TA CUMTIUKVWHEVA avTLSpaaotr)pla tou 3M
Kit Aokipaciag ELISA Mpwrtetvng Makavtduia os Beppokpacia 20-25 °C.
Mnv katapOyete to 3M Zupmukvwpa Mpotumou Mpwteivng MakavtdyLa.
Edv to AldAupa Xpwpoydvou YTTIOOTPWHATOG YLVEL ITIAE, PNV TO XPNoLUoTIoLocTe. AKkoAouBeite KaAeg
EpyaotnpLakég Mpaktikég' yLa va ano@uyete tnv aAAnAopoAuven tou 3M AtaAUpatog Xpwpoyovou
YTI0oTpWHaATOC,.

2HMEIQZH

Ma va JELWOETE TOUG KLVSUVOUG TTou oxetidovtal e avakpLpn armoteAécpata:
e HotaBepotnta Tou Selypatog JeTd TLG eKXUALoELG Sev €xeL afloAoynBel. H Stadikactia ELISA mipémet va
Slevepyeltal apeéowg PETA TNV ekXUALON TOU Selypatod.
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e  Xelpileote ta 3M Mpoturma Mpwteivng Makavtdula cOp@wva pe tig Kahég Epyaotnplakég Mpaktikeég' ya va
ATIOPUYETE TNV AAANAOUOAUVON TWV SELYUATWV.
YupBouleuteite To PUAMO AcSopevwy ACPAAELAG YLA TIPOCHETEG TTANPOPOPLEC.

Ma MANpowopleg oXETIKA PE TNV TeKPNPplwon TG anddoong Tou TPoldVTog, ETLOKEPDOELTE TNV LOTOCEAISA
www.3mhellas.gr/foodsafety i ETIKOLVWVAOTE PE TOV TOTILKO 0AG AVILTIPOCWTIO 1 Stavopea tng 3M.

EuBuvn tou xpRotn

OL xpnoteg elval utteuBuvol va eEotkeLwBOUV Pe TLG 08nNyleg Kal TLG TTANPOYOpPLEG TOU TIpolovTOoG. ETilokepBelite TNV
LotooeAiba pag oto www.3M.com/foodsafety r| ETTLKOLVWVNOTE PE TOV TOTILKO 0AG AVTUTPOCWTIO I SLAVOE TNG
3M yLa TiEpLOCOTEPEG TIANPOPOPLEC.

‘OTtWG Kat PE OAEG TLG SOKLPMACTLKEG HEBOSOUG TIOU XPNGLHOTIOLOUVTAL YL TNV AVAAUGH TPOWipHwyY, N
HATPa TNG SOKLMNG PTtopEel va emnpedcel ta amoteAéopata. Katd tnv emloyr] plag peBddou eAéyyou, elvat
ONUAvVTIKO va avayvwpilete OtL oL eEWTEPLKOL TTApAYOVTEG, OTIWG HEBoSOL SelypatoAniag, TipwWTOKOAAA EAEYXOU,
TIPOETOLPACLA KAL XELPLOPOG SELYPATWY KAL N EPYACTNPLAKI TEXVLKI MUTIOPEL va eTtNpeAcouV Ta anoteAéopata. To
Selypa tpowipou pmopetl to (8lo va emnpedoel Ta anoteAéopara.

Katd tnv emoyr| oTtolacdnTote SOKLPMACTLKAG HEBOSOU 1) TTpoiovTog, amoteAel uBuvn Tou xprjotn n afloAoynon
ETIAPKOUC apLBPoU SeLyHATWY TIPOKELPEVOU O XPrOTNG va SLac@aAioel OTL N ETIAEYHEVN SOKLUAOTLKI HEBOSOG
TIANpol Ta KpLTApLa ToU Xprotn.

ATtoteAel emtiong euBUVN Tou XpPrjotn va KaBopiloel 0Tl OAEG oL PEBOSOL SOKLUNG KAl TA ATOTEAECPATA
QVTATOKPIVOVTaL OTLG ATIALTACELG TWV TIEAQTWY KAl TWV TIPOUNBEUTWVY Tou.

‘OTWG Kat P KABE pEB0SO eNEyOU, Ta amoTeAEoaTA TTOU AdpBdvovtal and tn Xprjon omoloudnmote polovtog 3M
Food Safety §ev cuviotoUv gyyunon g oldTNTag TWV PNTPWV 1 Twv Sladlkaclwy Tou uttodAAovtal o€ EAeyXO0.

MNepLopLopdg eyyunoewWV/MEPLOPLOPEV ATIOKATACTACH)

EKTOX EAN AHAQNETAI PHTA XE MIA ENOTHTA I'A MEPIOPIXMENH ETTYHXH XTHN ATOMIKH XYXKEYAZIA TOY
MPOIONTOZ, H 3M AMOMOIEITAI OAES TIZ PHTEZ KAI ENNOOYMENEZ EMTYHZEIZ, SYMMNEPIAAMBANOMENQN
AAANA OXI MEPIOPIZTIKA, OMOIQNAHMOTE EFMTYHZEQN EMMOPEYZIMOTHTAZ 'H KATAAM\HAOTHTAZ 'TA MIA
YYTKEKPIMENH XPHZH. Edv omtoloérmtote ipoiov 3M Food Safety elval ehattwpatiko, n 3M ) o eEoucloSotnuévog
Slavopéag tng, katd tnv kpion Toug, Ba avTlKAataoTACOUV I ETILOTPEPOUV TNV TLUH ayopdg TOU TIPoidvToG. AUTEG
elval oL amOKAELOTIKEG 0AG ATIOKATAOTACELG. MPETEL APESA KaL EVTOG £EAVTA NUEPWVY VA YVWOTOTIOLOETE OTNV

3M tnv avakaAuyn Twv TitBavoAoyoUPEVWY EAATTWHATWY TOU TIPOolOVTOG KAl VA ETILOTPEYETE TO TIPOLOV OTNV

3M. MapakaAoUpe KAAEoTe TNV uTtnpectia egumnpetnong eAatwy (010-6885300 otnv EAAGSA) 1} Tov emtionpo
avTLpoowTo Ac@alelag Tpoipwy tng 3M yLa tnv ‘Eykplon Emiotpoeng Mpoidovtwv.

MepLopLopog tng evBLVNG TG 3M

H 3M AEN EYOYNETAI I'A OMOIAAHMOTE AMNQAEIA'H ZHMIA, EITE AMEXZH, EMMEZH, EIAIKH, ZYMNTQMATIKH
'H ANOGETIKH ZHMIA, ZYMMNEPIANAMBANOMENQN, AAAA OXI MEPIOPIZTIKA, ATA®YFTONTQN KEPAQN. H guBuvn
NG 3M Sev uttepBatvel og kapia TepimTwon Kat uttd Kapia vopLkr Bewpla tnv LU ayopdg Tou Tpolovtog Ttou
elkadetat Ot elval EAATTWHATLKO.

Amto0rikeuon kat ATtoppLn
®UAAOOETE Ta TIEPLEXOPEVA TOU 3M Kt Aokipactag ELISA Mpwtelvng Makavtduia otoug 2-8 °C. Na pnv
katapuxetat. PUAACOETE Ta apalwpeva SLaAupata epyaciag Owg eplypagetat otov Mivaka 1.

Ta ouotatikda tou 3M Kit Aokipaciag ELISA Mpwtelvng Makavtdpia Sev TIPETEL va XpnoLUOTIOLOUVTAL HETA TV
nuepopnvia ANENG. H nuepopnvia ANgng kat o aplBuég aptidag emonpalvovtatl otny eEWTEPLKI ETLKETA TOU KOUTLOU.

Amoppifte cUPPWVA PE TA TPEXOVTA TOTILKA/TIEPLPEPELAKA/EOVIKA/BLOPNYAVLKA TIPOTUTIA KAL KAVOVLOHOUG.
08nyigg Xpong

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

Mpomtapackeun AvtilSpactnpiwv
Apriote OAa ta avtidpaotripla va épbouv o Beppokpactia Swuatiou (20-25 °C) TtpLv T XPrion. XpnoLuoTioLeite
kKaBapd okeun epyactnplou yla va apalwoeTe Kal va amobnkevoete ta SlaAupata epyactac.



da. 3M PuBpLotiko AtdAupa EKXUALoNG

@ (EAAnVIKA) ﬁ ﬁ

Ma va mapackeudoete 1X PUBULOTLKO AldAupa EkxUALoNg, TipooBéote éva uépog 3M PUBPLOTIKOU ALOAUUATOG
EkXUALONG (4X) kaL apalwoTte o€ Tpla pEPN ATLOVLOPEVOU 1) areotaypévou vepou. MpoBeppdvete To
PuBpLotiko Atdhupa EkxUALong (1X) otoug 50-60 °C o€ uUSATOAOUTPO ) AVAKLVOUUEVO ETIWACTAPA TIPLV TN
xprion. Kabe detypa amattel 4,5 mL 1X PuBuilotikol AtaAUpatog EkxUALong.

B. 3M AuwdAuvpa ApatwTikoU

Ma va mapackeudoete SLAAupa 1X Apalwtikou, TipooBEote eva pepog 3M Apatwtikou (5X) o€ téooepa PEPN
QTILOVLOPEVOU 1 aTteoTaypévou vepou. Kabe Selypa amattel éva oluvoAo 4,5 mL StahUpatog 1X ApalwtikoU.

y. 3M AwdAupa NAOong

Ma va tapackevdoste 1X AtdAupa MAVong, pocaBeate eva pépog 3M AtaAUpatog MAUong (20X) o 19 pépn
QTILOVLOMEVOU N ameotaypévou vepou. KaBe 3M dpedtio Aokipaotag ELISA amattel epimou 2,5 mL 1X

Ata\Upatog NMAvonc.

Znuelwon: O oxnNUATLoPOG KPUOTAANWY oTo 3M AldAupa MAVUonNG (20X) pttopel va cupBel edv pulayBet
otoug 2-8 °C. lNa va SLaAloete Toug KpUoTdAoug, Beppavete To 3M Aldhupa MAUonG (20X) otoug 30-35 °C o€
USATOAOUTPO 1) EMWACTIPA TIPLV TIAPACKEVATETE TO AtdAupa MAuong (1X).

6. 3M Zulevypa Makavtapia HRP

Ma va apackevdoete 1X Z0levypa Makavtdpia HRP, tpooBéote éva pépog 3M Zulelypatog Makavtduia
HRP (10X) kat apalwote o€ 9 pépn SLaAlpatog 1X ApatwTtikoU. MNapaoKeuAoTe aPEowG TIPLY tn xprion. Kabe
3M ®pedtio Aokipaotag ELISA amattel 100 pL 1X Zulevypatog Makavtdpia HRP.

Mpomapackeun deilypatog

Inuelwon: OAa ta Setypata TpemeL va ekxUALovtal e 1X PUBULOTLKO AldAupa EKyUALONG TIpOBEPUACHEVO OTOUG

50-60 °C.

1.1 MNapackeudote To Selypa yLa eKYUALON TIPWTELVNG € éva KaBapd SOKLUAOTIKO CWANVAPLO I} AVAAWGLUO
OWANVAPLO OTIWG TIEPLYpAYETaL otov MNivaka 2.

NMivakag 2. Mpomapaokeur| Selypatog

Ertitémiou KaBapiopou (CIP)

Nivakag Setypdtwv Méye0Bog Apaiwaon (1/10)
Selypatog
JTEPEA TPOYPLUA 0,5+0,02 g MpocBéote 4,5+0,09 mL poBeppacpévou 1X
PuBpLotikoV AtaAUpatog EkyUALong
Yypa tpo@Lua 0,5+0,01 mL MpoaoBéote 4,5+0,09 mL poBeppacpevou 1X
PuBpLotikoU AlaAUpatog EkxUALoNng
Nepd TeAkng EkmAuong Zuotnuatwy | 0,5+0,01 mL MpooBéote 4,5+0,09 mL pobeppacpevou 1X

PuBpLotikoU AlaAUpatog EkxUALoNg
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+ Si

4.5 mL 1X
Extraction buffer
=
N P
0.5 mL 4.5 mL1X

Extraction buffer

e — + =

CIP 7]
L 7J A =

0.5 mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2 EmMwdoTte ta apalwpéva Selypata o€ avaklvoUPEVO USATOAOUTPO I 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.

1.3 Metd tnv emwaon, YUYoKevTplote ta Selypata o 5000-7000 rpm (3000 x g) yla 20 €wg 30 SeutepOAETITA 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.)

1.4

50-60 °C
00:25:80

|

3000 g / 00:0030
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Awadikactia ELISA

2.1

Aypatpéote éva 3M dpedtio Aokipaoiag ELISA ava Selypa r/kat TipOTUTIO KAl TOTIOBETAOTE Ta PPEATLA OTOV
ouykpatntnpa peatiwv. EmotpéPte ta axpnolpomnointa 3M dpedtia Aokipaciag ELISA 0to aAoupLvEVLO
OOKOUAJKL, ETTAVAcPpayloTe KaL BEoTe €k VEOU o€ YUAAEN otoug 2-8 °C.

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

2.3

2.4

2.5

2.6
2.7

2.8

2.9

Metagéepete pe reta 100 pL kdBe potuTou o€ 3M dPpedtia Aokipaciag ELISA.

Mpdtuto 0 (1X AtdAupa ApatwtikoU)

Mpdtuto 1 (3,33 ng/mL) ppb

Mpdtuto 2 (10 ng/mL) ppb

Mpdtuto 3 (30 ng/mL) ppb

Mpdtuto 4 (90 ng/mL) ppb

e [lpoturo 5 (270 ng/mL) ppb

Metapépete pe Tinéta 100 Pl Tou ekyUALOPEVOU SELyATOC TIOU TIAPACKEVACTNKE 0To Bripa 1.4 og éva 3M
®pedtio Aokipaotag ELISA.

Enwdaote ta 3M dpedtia Aokipaoiag ELISA og avakwvntrpa pe eMelpoeldry kivnon pubutopévo og 400 rpm
o€ Beppokpacia dwpatiou (20-25 °C) yla 30+2 Astttd. Alatnpr|ote ta YPeATLa KAAUPPUEVA Kal o€ eTiTiedn BEon
Katd tn SLapKELa auToU Tou Brpatog yla va amotpePete TNV eEAtuLon.

META TNV EMWAOCN, AVAPPOYrOTE Ta TIEPLEXOEVA TWV 3M Dpeatiwv Aokipaotiag ELISA.

Feplote telelwg kdBe 3M Ppedtio Aokipactiag ELISA pe 1X AtdAupa MAUoNG kat avappo@rote. Edv n Avon
ylvetal xelpokivnta, avaotpéPte To TAAKLSLO Kat pi&te/Tivagte ta eplexOpeva o€ eva Soxelo amoBARTwWY Kal
XTUTINOTE TA PPEATLA ATIOTOHA ETIAVW OE ATIOPPOPNTIKSO XAPTL yLa VA APALPETETE TO UTIOAELTIOPEVO SLAAUHA
TAUONG. EmavaAdBete autd To Bripa TPELG POPES YLA VA CUVOAO TECOAPWY TTAUCEWV.

Metapepete pe miueta 100 pL 1X Zulevypatog Makavtapia HRP og kaBe 3M dpedrio Aokipaociag ELISA.
Enwdote o€ avakwntrpa pe eAMeLPoELST) kivnon pubulopévo og 400 rpm o Beppokpacia Swuatiou yla
10+2 Aemttd. ALaTnprjote To TAAKISLO KAAUPPEVO OE OKOTELVO XWPO KAl OE €TilTiedn B£on Katd tn SLapKeLa
autou Tou Brjpatoc.

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

2.10 Metapépete pe miueta 100 pL 3M AtaAbpatog Xpwpoyodvou Yrootpwpatog (TMB) og kaBe 3M dpedtio

Aokipaotiag ELISA.

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

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

2.12 Metd v enwaon, ipocBéote 100 pL 3M AtaAUpatog AlakoTiig o€ kabe 3M dpedtio Aokipaoiag ELISA kat

nipoodloplote tnv aroppownaon (ota 450 nm) evtdg 30 AeTtTwv.
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Chromogenic
Substrate Solution

00:10:00/6eppokpaoctia Swuatiou

AVAAUGCT) ATIOTEAECHATWY

3.1

Apalpeote TN Péon T uttoBdabpou yLa kabe Selypa (EvEeLlen peéong amoppd@nong tou delypatog peiov tnv
€v8eLEn péang amoppoPnong Tou PN&evikoU TPOTUTIOU).

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 €vEeLgn amoppoynong o€ kabe avtiotolyo TpoTuTo otov agova y. Mmopet eniong va
xpnotpototnBel mpooappoyr) eUTepNG TAENG TTIOAUWVUHLKNG (TETPAYWVLKAG) I} AAANG KAPTIUANG: wotooo, Ba
elval PLa Alyotepo akpLBg pooappoyr] TwyY SESOPEVWV.
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3.3 YTOAOYLOTE TLG CUYKEVTPWOELG SELYPATOG aTd TNV TIPOTUTIN KAPTIUAN: N HovASa ToU amoTEAECHATOG

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

EAd)Lota XapaktnpLotika ATtodoong

a. To'Opuo Avixveuong (LOD) tng avaiuong eivat 1,1 ng/mL (ppb)
To 6plo aviyveuong opidetal wg n xapnAdTEPN CUYKEVTPWON TOU AANEPYLOYOVOU 0TO £EeTalOpeVo Selypa Ttou
pTopel va StakplBel amd éva aAnBég TuAd delypa og kaBoplopévo eminedo mBavotntag®. Mpoodlopiletal
TIPOCBETOVTAG TPELG TUTILKEG ATTOKALOELG OTNV T PEONG OTITLKNG TIUKVOTNTAG TPLavTa €L etavaAnPewy Tou
HNS&EVIKOU TpOTUTIOU KAl UTTOAOYL{oVTAG TNV avtioToLyn CUYKEVTPWON.
B. ToOpto Moootikol Mpoaodloplopou (LOQ) eivat 0,3 ppm
To 6pLo TIOGOTIKOU TIPOCSLOPLOPOU 0plleTal WG TO XAPNAGTEPO ETHLTIESO TOU AAAEPYLOYOVOU OF EVa
egetalopevo Selypa mou pmopel va toootikotolnBel eVAOYa O€ €va CUYKEKPLUEVO ETITIESO TILOTOTNTAG.
AkpiBeLa
AkpiBeLa evtog dokipaoiag Méeaoog dpog %CV = <10% N=12
AkpiBeLa petafl Sokipactwv Méoog 6pog %CV = <10% N=12

E&eLlSikeuon Kal SLACTAUPOUHEVH AVILSPACTLKOTNTA
Auth n Sokipaocia avayvwpidel TNV Tpwtelvn pakavtdpla kat xeL eAeyxBel évavtl SLapopwv Selypatwy yLa
Sltaoctaupoupevn avtidpaotikotnta (Mivakag 3.)

Nivakag 3. AlactaupoUpevn avTtspaoTtikotnta tou 3M Kit Aokipactag ELISA Mpwtetvng Makavtdpia.

Nivakag Asiypatog % SLa0TAUPOUMEVN
avtidpactikotnTa

AAeUpL apuySdirou <1%

raAa apuydaiou <1%
B-Aaktoowatpivn (BLG) <1%
Kalelvn Booetdwv <1%

FaAa Boosldwv <1%
Kapudt Bpaliiiag <1%

AAeUpL Maupou Zitou <1%
Kdoloug <1%

ZEAWo <1%

PeiOL <1%

AAeUpL Kapudag <1%

raha Kapudag <1%

AAeUpL ApaBoaoitou <1%
MNapBaiBoupivn IxBuwv <1%
douvtoUuKL <1%
®acoAL Alpa <1%

KapudL MakavtapLa (+)
Zwandomopog <1%




QoPBAevvoelbég <1%
ExyUALopa MriLleAlou <1%
AAeUpL Apaxidwv <1%
Kapudt Mekav <1%
KoukouvapooTmopog <1%
AAeUpL a6 DLoTikt <1%
Arylvng
KoAokuBooTopog <1%
XtévL <1%
ITOpOG ZnNoapLov <1%
Frapida <1%
AAeUPL ZOpyoU <1%
AAeUpL ZoyLag <1%
FaAa ZoyLag <1%
HAL60TI0pOG <1%
Kapuébt <1%

BLBAloypapia

1.
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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.

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.

Emte€niynon twv ZupBoAwv
www.3M.com/foodsafety/symbols
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Data wydania: 2017-11

Informacje o produkcie

Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach

makadamia

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

makadamia.

Opis i przeznaczenie produktu
3M™ Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach makadamia jest przeznaczony do wykrywania

obecnosci biatek orzecha makadamia w wodzie pochodzgcej z ostatniego etapu ptukania w systemie CIP (Clean-in-
place), prébkach srodowiskowych, surowcach i w zywnoéci przetworzone;.

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

3M Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach makadamia jest przeznaczony do stosowania w
$rodowisku laboratoryjnym przez specjalistow stosownie przeszkolonych w zakresie praktyk laboratoryjnych. Firma 3M
nie udokumentowata zastosowania tego produktu w gateziach przemystu innych niz zywnos¢ i napoje. Przyktadowo
firma 3M nie udokumentowata zastosowania tego produktu do badania préobek lekéw, kosmetykow, prébek klinicznych
ani weterynaryjnych. 3M Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach makadamia nie zostat zwalidowany
w odniesieniu do wszystkich mozliwych produktéw spozywczych, proceséw przetwarzania zywnosci i protokotow

testowych.

3M Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach makadamia 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

3M™ Studzienki do
oznaczania biatek
orzecha makadamia
metodg ELISA

Jeden woreczek
foliowy z ptytka
zawierajgcag 96
studzienek pokrytych
przeciwciatami.

Gotowe do uzycia.

2-8°C w szczelnie
zamknietym
woreczku foliowym
ze $rodkiem
pochtaniajgcym
wilgoé.

Ponownie uszczelnié¢
woreczek foliowy
zawierajacy
niewykorzystane
studzienki oraz $rodek
pochtaniajgcy wilgoé.
Przechowywacé

w temp. 2-8°C,
utrzymujgc stabilnosé
az do terminu
waznosci zestawu.
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3M™ Koniugat
HRP do oznaczania
orzecha makadamia
(10X)

Jedna fiolka
zawierajgca 1,5
ml przeciwciat
sprzezonych z
peroksydazg

Przed uzyciem
nalezy niezwtocznie
rozcienczyé w
stosunku 1710,
tworzac roztwér

2-8°C w ciemnym
miejscu.

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

(5X)

I
4

zawierajgca 50 ml
rozcienczalnika 5X.

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

¥

’ | | chrzanowa (HRP) 10X. | roboczy 1X.

L & y U a( ) Y

3M™ Standardowy Jedna fiolka o znanym | Informacje na temat | 2-8°C. Nie 3M Standardowy

koncentrat do stezeniu biatek standardowego zamrazac. koncentrat do

oznaczania biatek orzecha makadamia. sposobu oznaczania biatek

orzecha makadamia przygotowania mozna orzecha makadamia

znalez¢ w sekgcji zachowuije stabilno$¢

_ Procedura ELISA. az do terminu
waznosci zestawu.

3M™ Rozcienczalnik | Jedna butelka Przed uzyciem 2-8°C 3M Roztwér

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

3M™ Roztwdr myjacy
(20X)

Jedna butelka
zawierajgca 50 ml

roztworu myjgcego
20X.

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

2-8°C zaréwno w
przypadku roztworu
roboczego 1X,

jak i koncentratu
roztworu roboczego
20X.

3M Roztwér myjacy
20X zachowuje
stabilno$¢ az do
terminu waznosci
zestawu. Roztwoér
myjacy 1X zachowuje
stabilno$¢ przez okres
co najmniej jednego
tygodnia od momentu
przygotowania.

3M™ Bufor do
ekstrakcji E26 (4X)

Jedna butelka
zawierajgca 120 ml
buforu do ekstrakcji
aX.

Rozcienczyé w
stosunku 174, tworzgc
roztwér roboczy

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

2-8°C zaréwno w
przypadku roztworu
roboczego 1X, jak

i 3M koncentratu
buforu do ekstrakgji
axX.

Bufor do ekstrakcji
1X oraz 3M Bufor
rozcienczalnika 4X
zachowuja stabilno$é
az do terminu
waznosci zestawu.

3M™ Roztwor
substratu
chromogenicznego

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

Gotowe do uzycia.

2-8°C w ciemnym
miejscu.

Chroni¢ przed
$wiattem. 3M
Roztwor substratu
chromogenicznego
zachowuje stabilnos¢
az do terminu
waznosci zestawu.

3M™ Roztwoér
zatrzymujacy reakcje

Jedna butelka
zawierajgca 12 ml
kwasu siarkowego 0,3
M.

Gotowe do uzycia.

2-8°C

3M Roztwér
zatrzymujacy reakcje
zachowuje stabilnos¢
az do terminu
waznosci zestawu.

Materiaty niedostarczane wraz z zestawem:

Pipety i korncowki pipet do pobierania od 10 do 100 pl
Probowki testowe
Podktadka/aspirator do ptytki do mikromiareczkowania
Woda destylowana lub dejonizowana
Czytnik ptytek do mikromiareczkowania
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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 dotyczacych 3M
Zestawu ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach makadamia. Instrukcje bezpieczenstwa nalezy zachowac
do przysztego wykorzystania.

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

WAZNA INFORMACJA: Oznacza potencjalnie niebezpieczng sytuacje, ktérej skutkiem, w razie niepodjecia srodkéw
zapobiegawczych, moze by¢ uszkodzenie mienia.

A OSTRZEZENIE

Aby zmniejszy¢ ryzyko zwigzane z ekspozycjg na chemikalia:

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

° Uzytkownik musi zapewni¢ przeszkolenie swojego personelu w zakresie odpowiednich technik przeprowadzania
testow; na przyktad zasady Dobrej Praktyki Laboratoryjnej' lub ISO/IEC 170252,

° Nalezy zawsze przestrzegac¢ standardowych laboratoryjnych praktyk bezpieczenstwa, tgcznie z noszeniem
odpowiedniej odziezy i okularéw ochronnych przy pracy z reagentami.

° Nalezy unika¢ kontaktu skéry z 3M Roztworem zatrzymujacym 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:

e  3M Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach makadamia nalezy przechowywac w sposéb
podany na opakowaniu i w informacjach o produkcie.

e  3M Zestaw ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach makadamia nalezy stosowaé w odniesieniu do
prébek zywnosci i probek srodowiskowych poddanych walidacji wewnetrznej lub przez niezalezne organizacje.

° Nalezy postepowacé zgodnie z protokotem i wykonywac testy zgodnie z zaleceniami podanymi w Informacjach o
produkcie.

° Firma 3M nie udokumentowata zastosowania 3M Zestawu ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach
makadamia w gateziach przemystu innych niz zywnos¢ i napoje. Przyktadowo firma 3M nie udokumentowata
zastosowania tego produktu do badania prébek lekéw, kosmetykéw, prébek klinicznych ani weterynaryjnych.

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

obrotu produktéw zanieczyszczonych:

° Nalezy uzywac tylko 3M Zestawu ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach makadamia z waznym
terminem waznosci.

° Roztwory robocze nalezy zawsze przechowywacé przy uzyciu stezonych reagentéw 3M Zestawu ELISA do
wykrywania biatek obecnych w orzechach makadamia w temperaturze 20-25°C.
Standardowego koncentratu do oznaczania biatek orzecha makadamia 3M nie nalezy zamrazac.
Jesli kolor roztworu substratu chromogenicznego zmieni sie na niebieski, nie nalezy go uzywac. W celu unikniecia
krzyzowego zanieczyszczenia 3M Roztworu substratu chromogenicznego nalezy przestrzegac¢ zasad Dobre;j
Praktyki Laboratoryjnej'.

WAZNA INFORMACJA

Aby ograniczy¢ ryzyko zwigzane z niedoktadnym wynikiem:

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

e  Aby zapobiec zanieczyszczeniu krzyzowemu standardowe roztwory do oznaczania biatek orzecha makadamia 3M
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.3M.com/foodsafety lub skontaktowania sie z lokalnym przedstawicielem lub dystrybutorem firmy 3M.
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Obowigzki uzytkownika

Uzytkownicy sg zobowigzani do zapoznania sie z instrukcjami oraz informacjami o produkcie. W celu uzyskania
dalszych informacji nalezy odwiedzi¢ strone internetowg www.3M.com/foodsafety lub skontaktowac¢ sie z lokalnym
przedstawicielem lub dystrybutorem firmy 3M.

Jak ze wszystkimi metodami testow uzywanymi do analizy spozywczej, matryca testowa moze wptynaé na wyniki
testu. Przy wyborze metody testowania nalezy pamietaé, ze takie czynniki zewnetrzne, jak metody préobkowania,
protokoty testowania, przygotowanie prébki, dalsze postepowanie i technika laboratoryjna mogg wptywaé na
uzyskiwane wyniki. Sama préobka spozywcza moze wptyngé na wyniki.

Uzytkownik jest odpowiedzialny za wybranie takiej metody testu lub takiego produktu, by oceni¢ odpowiednig liczbe
probek 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 pomoca produktu firmy 3M Food Safety nie
stanowig gwarancji jakosci testowanych macierzy lub proceséw.

Ograniczenie gwarancji/Ograniczone srodki zaradcze

JESLI NIE ZOSTALO TO WYRAZNIE OKRESLONE W ROZDZIALE DOT. OGRANICZONEJ GWARANCJI
POJEDYNCZYCH OPAKOWAN PRODUKTOW, FIRMA 3M 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 3M Food Safety firma 3M lub jej autoryzowany dystrybutor wymieni taki produkt lub, wedle wtasnego uznania,
zwroci koszty zakupu tego produktu. Sa to jedyne przystugujgce srodki zaradcze. W ciggu sze$cédziesieciu dni od wykrycia
jakiejkolwiek podejrzewanej wady produktu nalezy niezwtocznie powiadomic firme 3M oraz zwréci¢ produkt. W celu
uzyskania numeru autoryzowanego zwrotu towaréw (RGA, ang. Returned Goods Authorization) nalezy skontaktowad sie z
dziatem obstugi klienta (1-800-328-1671 na terenie USA) lub z oficjalnym przedstawicielem firmy 3M Food Safety.

Ograniczenie odpowiedzialnosci firmy 3M

FIRMA 3M 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 3M przyznana na mocy prawa nie moze przekroczy¢ ceny zakupu rzekomo
wadliwego produktu.

Przechowywanie i utylizacja
Zawartos$¢ 3M Zestawu ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach makadamia nalezy przechowywacé w temp.
2-8°C. Nie zamrazaé. Rozcienczone roztwory robocze nalezy przechowywac w sposéb opisany w Tabeli 1.

Komponentéw 3M Zestawu ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach makadamia nie nalezy uzywac po
uptywie terminu waznosci. Termin waznos$ci i numer partii podano na zewnetrznej etykiecie pudetka.

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

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

Sposéb przygotowania reagentéw
Przed zastosowaniem nalezy zapewnié temperature pokojowg (20—25°C) wszystkich reagentéw. Do rozciericzania i
przechowywania roztwordéw roboczych nalezy uzywacé czystego sprzetu laboratoryjnego.

a. 3M Bufor do ekstrakciji

W celu przygotowania buforu do ekstrakcji 1X nalezy doda¢ jedng czeéé 3M Buforu do ekstrakcji (4X) i rozcienczyé
ja w trzech czesciach wody dejonizowanej lub destylowanej. Przed uzyciem nalezy wstepnie ogrza¢ bufor do
ekstrakcji (1X) do temp. 50-60°C w kgpieli wodnej lub inkubatorze wstrzgsowym. Na kazdg prébke potrzebne jest
4.5 ml buforu do ekstrakc;ji 1X.

b. 3M Roztwér rozcienczajacy

W celu przygotowania roztworu rozcienczajgcego 1X nalezy dodaé jedng cze$é 3M rozcieniczalnika (5X) na
cztery czesci wody dejonizowanej lub destylowanej. Na kazdg prébke potrzebne jest tgcznie 4,5 ml roztworu
rozcienczajgcego 1X.
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c. 3M Roztwér myjacy

W celu przygotowania roztworu myjgcego 1X nalezy dodaé jedng cze$é¢ 3M roztworu myjgcego (20X) na 19 czesci

wody dejonizowanej lub destylowanej. Na kazdg studzienke 3M ELISA potrzebne jest okoto 2,5 ml roztworu
myjacego 1X.

Uwaga: W przypadku przechowywania 3M roztworu myjgcego (20X) w temperaturze 2-8°C moze dojé¢ do
tworzenia sig krysztatkéw. W celu rozpuszczenia krysztatkéw przed przygotowaniem roztworu myjgcego (1X)
nalezy ogrzaé 3M roztwér myjacy (20X) do temp. 30-35°C w kapieli wodnej lub inkubatorze.

d. 3M Koniugat HRP do oznaczania orzechéw makadamia

W celu przygotowania koniugatu HRP do oznaczania orzechéw makadamia 1X nalezy doda¢ jedng czesé
3M koniugatu HRP do oznaczania orzechéw makadamia (10X) i rozcienczyé jg w 9 cze$ciach roztworu

rozcienczajgcego 1X. Przygotowac bezposrednio przed uzyciem. Na kazdg studzienke 3M ELISA potrzebne jest
100 pl koniugatu HRP do oznaczania orzechéw makadamia 1X.

Przygotowanie prébek

Uwaga: Wszystkie prébki nalezy wyizolowaé przy uzyciu buforu do ekstrakcji 1X wstepnie ogrzanego do temp. 50-60°C.

11 Przygotowac probke do ekstrakcji biatka w czystej probdwce testowej lub jednorazowej probéwce w sposéb
opisany w Tabeli 2.

Tabela 2. Przygotowanie prébek

Macierz prébki Wielko$é Rozcienczenie (1/10)
prébki
Produkty spozywcze w postaci statej 0,5+0,02¢g Doda¢ 4,5 = 0,09 ml wstepnie ogrzanego buforu do

ekstrakcji 1X

Produkty spozywcze w postaci ciektej 0,5+ 0,01 ml Doda¢ 4,5 = 0,09 ml wstepnie ogrzanego buforu do
ekstrakcji 1X

Woda pochodzgca z ostatniego etapu 0,5+ 0,01 ml Doda¢ 4,5 = 0,09 ml wstepnie ogrzanego buforu do
ptukania systemu Clean-in-Place (CIP) ekstrakcji 1X

Produkt w postaci statej

|
{1

] s ’
U> . 4.5 mL1X

Extraction buffer

Produkt w postaci ciektej

=
. S
0.5mL 4.5 mL1X

Extraction buffer
[ ]

CIP

0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2 Inkubowac¢ rozcienczone probki we wstrzgsowej kapieli wodnej lub inkubatorze wstrzgsowym w temp. 50-60°C

przez 25 * 1 minut. Inny sposdb polega na pozostawieniu probek w kapieli wodnej lub inkubatorze w temp. 50-60°C

i wstrzgsaniu recznie przez 1 minute co 5 minut.
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1.3 Po zakonczeniu inkubacji prébki nalezy wirowaé z predkoécig 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.

1.4 Pobraé 100 pl ze $rodkowej (wodnej) warstwy i doda¢ je do 900 pl roztworu rozcienczajgcego (1X). Odwirowaé lub
wstrzagsngé w celu doktadnego zmieszania (odpowiada to rozciericzeniu oryginalnej probki w stosunku 1/100).

50-60°C

00:25:00 . -

1>a osolll

3000 g 7 83:08:30

Procedura ELISA

21 Wyja¢ jedna studzienke ELISA 3M na probke i/lub standardowy roztwér i umiescic¢ studzienki w uchwycie na
studzienki. Niewykorzystane studzienki ELISA 3M nalezy umiesci¢ z powrotem w foliowym woreczku i ponownie
odtozy¢ w miejsce przechowywania w temp. 2-8°C.

2.2 Uzywajgc 3M standardowego koncentratu do oznaczania biatek orzecha makadamia, przygotowacé zestaw pieciu
standardowych roztworéw rozcieAczonych w roztworze rozcienczalnika (1X).

Numer Stezenie standardowego Objetosé standardowego Objetosé roztworu
standardowego roztworu roztworu dodana do rozcienczalnika 1X
roztworu (ng/ml) rozcienczalnika 1X
5 270 10 pl 3M standardowego 990 pl

koncentratu do oznaczania
biatek orzecha makadamia

4 90 200 pl standardowego roztworu 400 pl
numer 5

3 30 200 pl standardowego roztworu 400 pl
numer 4

2 10 200 pl standardowego roztworu 400 pl
numer 3

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

0 0 0 400 pl




2.3

2.4
2.5

2.6
27

2.8

29
210
21

212
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Odpipetowac 100 pl kazdego standardowego roztworu do studzienek ELISA 3M.

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

Odpipetowac 100 ul wyekstrahowanej prébki przygotowanej w kroku 1.4 do studzienki ELISA 3M.

Inkubowaé studzienki ELISA 3M 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.

Po zakonczeniu inkubacji zaaspirowac¢ zawarto$¢ studzienek ELISA 3M.

Catkowicie wypetnic¢ kazdg studzienke ELISA 3M roztworem myjgcym 1X i zaaspirowac go. W przypadku recznego
ptukania nalezy odwrécié¢ ptytke i przela¢/wytrzasngé zawarto$é do pojemnika na odpady i mocno uderzy¢ w
studzienki na papierze chtonnym, usuwajgc pozostatosci roztworu myjacego. Powtérzy¢ ten etap trzykrotnie dla
wszystkich czterech ptukan.

Odpipetowaé 100 pl koniugatu 1X HRP do oznaczania orzechéw makadamia do kazdej studzienki ELISA 3M.
Inkubowac¢ w wytrzgsarce orbitalnej ustawionej na 400 obr./min w temp. pokojowej przez 10 + 2 minut. Podczas
tego etapu ptytka powinna byé przykryta (brak dostepu $wiatta) i wypoziomowana.

Powtérzyé kroki 2.6 i 2.7, przeprowadzajgc wszystkie cztery ptukania przy uzyciu roztworu myjgcego (1X).
Odpipetowaé 100 pyl 3M Roztworu substratu chromogenicznego (TMB) do kazdej studzienki ELISA 3M.

Inkubowaé¢ w wytrzgsarce orbitalnej ustawionej na 400 obr./min w temp. pokojowej przez 10 minut. Podczas tego
etapu ptytka powinna byé przykryta (brak dostepu $wiatta) i wypoziomowana.

Po zakonczeniu inkubacji doda¢ 100 pl 3M Roztworu zatrzymujgcego reakcje do kazdej studzienki ELISA 3M i
okresli¢ absorbancje (przy wartosci 450 nm) w ciggu 30 minut.

TR | N

¢
~N7
4

00:30:00/temperatura pokojowa
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Chromogenic

Substrate Solution M stop
Solution

00:10:00/temperatura pokojowa

Analiza wyniku

31

3.2

3.3

Odja¢ srednig wartosé zaktocen dla kazdej prébki (§redni odczyt absorbancji probki minus $redni odczyt
absorbancji wzorca zerowego).

Za pomocg oprogramowania komputerowego umozliwiajgcego wygenerowanie dopasowania krzywej logistyczne;j
czterech parametréw nalezy stworzy¢ krzywa roztworu standardowego przez przedstawienie stezenia w ng/ml
(ppb) na osi x, a odczytu absorbanciji dla kazdego odpowiedniego roztworu standardowego na osi y. Mozna réwniez
wykorzystaé wielomian drugiego stopnia (kwadratowy) lub inne dopasowania krzywej; bedg one jednak stanowic¢
mniej precyzyjne dopasowanie danych.

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

Swoistosé i reaktywnosé krzyzowa
Test ten rozpoznaje biatka orzecha makadamia i zostat przebadany przy uzyciu wielu prébek pod wzgledem
reaktywnosci krzyzowej (Tabela 3).
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Tabela 3. Reaktywno$¢ krzyzowa 3M Zestawu ELISA do wykrywania biatek obecnych w orzechach makadamia.

Prébka macierzy

% reaktywnosci krzyzowej

Maka migdatowa <1%
Mleko migdatowe <1%
BLG <1%
Kazeina wotowa <1%
Mleko krowie <1%
Orzech brazylijski <1%
Maka gryczana <1%
Orzech nerkowca <1%
Seler <1%
Ciecierzyca <1%
Maka kokosowa <1%
Mleko kokosowe <1%
Maka kukurydziana <1%
Parwalbumina ryby <1%
Orzech laskowy <1%
Fasola limenska <1%
Orzech makadamia (+)
Nasiona gorczycy <1%
Owomucyna <1%
Ekstrakt grochowy <1%
Maka z orzechow <1%
arachidowych

Orzech pekan <1%
Orzech piniowy <1%
Maka pistacjowa <1%
Nasiona dyni <1%
Przegrzebek <1%
Nasiona sezamu <1%
Krewetka <1%
Maka z sorgo <1%
Maka sojowa <1%
Mleko sojowe <1%
Nasiona stonecznika <1%
Orzech wtoski <1%
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MHCTpyKUUM K npenaparty

ELISA Ha6op (npoTenH opexa Makagamun)

MMmmyHopepMeHTHbIV aHanus (ELISA) ons Kkonn4yecTBeHHOM OLLEHKM NPOTEUMHOB opexa MaKaAaMunm.

OonucaHue n npegHasHayvyeHue npoaykTa

3M™ ELISA Habop (npoTenH opexa MakagaMunmn) npegHasHadeH Ans 06Hapy>KeHVs MPOTENHOB opexa MakagaMmnm
B dMHanbHoM Boge npu 6e3pasbopHoii unctke (CIP), npobax 13 okpyxxatoLLe cpesbl, NULLEBLIX UHIPeANEeHTaX U
NULLEBbIX MPOAYKTaX, MOABEPTLUNXCA TEXHOIOrMYecKor obpaboTke.

3M ELISA Habop (npoTenH opexa Makagamum) MCnonb3yeTcs C MPpUMeHeHneM COHABUY-TEXHUKN.
MpucyTcTBytOLLME B MpOo6e NpoTenHbl opexa Makajamum B3aMOAENCTBYHOT C aHTUTelaMy opexa Makajammnuy,
MOrNOLLEeHHbIMY MOBEPXHOCTbIO MOINCTUPONOBbLIX MUKPOTUTPALMOHHBIX A4eek. [ocne yaaneHnsa cBob60o4HbIX
NPOTEeNHOB MyTeM NPOMbIBaHWA J06aBASIOTCS aHTUTENa opexa MakajamMum, KOHbHIMPOBaHHbIe C MepoKCNAA30M
xpeHa (HRP). 3T MeuyeHHble pepMeHTOM aHTUTEIa 06Pa3yoT KOMMJ/IEKCHbIE COeAMHEHUS C paHee CBA3aHHbIM
NpoTenHOM opexa Makajamuu. MNocne BTOPOro atana NpoMbiBaHUS 06HapyXnBaeTcs GpepMeHT, CBA3aHHbIN

C UMMYHOCOP6€eHTOM, NyTeM A0b6aBNeHNsA XPOMOTreHHOro cybctpaTa, 3,3,5,5-TeTpameTunbeH3sngmHa (TMB).
M3meHeHwVe LBeTa BC/ieACTBME 3TON pepMeHTaTUBHOW peakuum NponNcXoauT B MPSIMOA 3aBUCUMOCTW OT
KOHLIeHTpaLmy NpoTenHa opexa MakagaMum B nccnegyemoini npobe. Takmm obpasom, abcopbuusa npu AnmHe
BOJIHbI 450 HM siBNSieTCsA nokasaTesieM KOHLEeHTpauum npoTerHa opexa MakagaMnu B nccsiesyemMoin rnpobe.
KonnyecTtBo npoTenHa opexa Makagamun B Uccnesyemor npobe MOXHO 3KCTPanoanmpoBaTk Mo CTaHAAPTHOM
KPWBOW, MOCTPOEHHOW Ha OCHOBaHWMW CTaHAAPTHbIX PACTBOPOB M3BECTHOM KOHLIEHTPALMKN 1 CKOPPEKTUPOBAHHOM
B 3aBNCUMOCTW OT CTEMeHN pasBeseHuns Npoobl.

3M ELISA Habop (npoTenH opexa Makagamum) npejHa3HayeH 419 NCNONb30BaHNA B TA6OPATOPHbLIX YC/IOBUSIX
cneumanmcTaMmm, KoTopble NpoLLnv NpopeccroHanbHyH NOArOTOBKY MO BOMNPOCAaM METO/0B 1abopaToPHbIX
nccnefosaHniin. KomnaHmsa 3M AokyMeHTalbHO He MoATBepXjasia BO3MOXHOCTb UCMONb30BaHWA 3TOr0 NPoAyKTa
B APYrX OTPaCasAX MPOMbILLIEHHOCTY, KPOME OTPaC/v NPOU3BOACTBA NPOAYKTOB NNTAHWA 1N HAaNWTKOB.
Hanpumep, koMmnaHua 3M He noATBepXana AOKYMEHTa/IbHO BO3MOXHOCTb MCMO/b30BaHMNA 3TOr0 NPOAyKTa AN
TeCTUPOBaHNA papMaLLeBTUUECKMX, KOCMEeTUYECKNX, KITMHNYECKNX NN BeTepuHapHbIX Npob. 3M ELISA Habop
(npoTenH opexa MakajamMmmnmn) He OLEHMBAJICA CO BCEMW BO3MOXHbLIMU MULLIEBLIMY MPOAYKTaMu, npoLieccamm
06paboTKM MPOAYKTOB 1 MPOTOKOMAMU aHANN3a.

3M ELISA Habop (npoTenH opexa Makajamum) cogep>xmt 96 aueek, KOTopble onmncaHbl B Tabanue 1.

Ta6nuua 1. KoOMNOHEHTbI KOMMJIeKTa

nemMeHT O603HayeHune MoproToBkKa XpaHeHwne YcTOMUMBOCTb
(cm. noapo6Hee
B pa3pgene
«loaroroBka
peareHTOB»)
AYenkn cncTemsl OanH foTOBO K 2-8°CsB NoBTOpHO
«3M™ ELISA Habop bOoNbrmpoBaHHbI 1CNO/Ib30BaHWIO. | repMeTrYHOM repmeTusnpyinTe
(MpoTeunH opexa nakeT C NJiaHLLIeTOM bonbrmpoBaHHOM boNbrMpoBaHHbIN
Makagamun)» 13 96 CbeMHbIX rnakerte c nakeT, cogep>caLiunia
AYyeek, NOKPbITbIX B/1aronorfoTnuTesieM. | HEMCNOb30BaHHbIEe
aHTUTEeNaMW. AYErKU 1
B/1IaronorioTnTeb.
[Ana nopaep>xaHms
YCTOMYMBOCTA
XpaHuTe npu
TeMmnepaTtype 2-8 °C
[0 VICTeYEeHNA CPOKa
rofHoCTU Habopa.
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3M™ KoHbtorat
HRP ansa opexa
MaKagamumm
(10-KpaTHbIN)

OgHa amnyna ¢

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

UTtobbl caenatb
1-KpaTHbIN
pabounii pacTeop,
pa3sejuTe B

2-8 °C B TeMHoOTE.

10-kpaTHbIN
KOHBIOraT ycTonumse
[0 NcTeveHns cpoka
rogHoOCTV Habopa.

KOHBIOIMMPOBAaHHbIX C COOTHOLLEHUN
nepokCcrAa3on xpeHa 1710
(HRP). HenocpesCcTBeHHO
PR
I , NCNONb30BaHVEM.
3M™ CraHgapTHbln | OgHa amnyna CraHpapTHyto 2-8 °C. He 3M CTaHzapTHbI
KOHLeHTpaT C N3BECTHOM npoueaypy 3amMopaxwuBalite KOHLleHTpaT
npoTenHa opexa KOHLIeHTpaumen NoAroToBKM NpOAYyKT. npoTenHa opexa
Makagamumm npoTenHa opexa CM. B pasgene Makagamunm
MakagaMunu. «Mpoueaypa YCTONYMB A0
_ ELISA». ncTeyYeHns Cpoka
rogHoOCTV Habopa.
3M™ Pa3baBuTenb OanH ¢nakoH ¢ YTo6bl caenatb 2-8°C 5-KpaTHbI
(5-KpaTHbIN) 50 mn 5-kpaTHOro 1-KpaTHbIN 3M PactBop
pasbasuTtens. pabouuii pacteop, pa3baBuTtens
pasBeanTe B yCTONYMB f0
cooTHoLWeHnn 1/5 ncTeyeHuns cpoka
HenocpeaCcTBEHHO roAiHoOCTU Habopa.
nepej,
NCMONb30BaHVEM.
3M™ PacteBop OavH dnakoH ¢ 50 mn | YUTobbI CAenaTb 2-8 °C gnsa 20-kpaTHbIn 3M
ANSA NPOMbIBaHWSA 20-kpaTHOro pacTeopa | 1-KpaTHbI 1-kpaTHOro PactBOp Ans

(20-KpaTHbIN)

ANA NpPpOMbIBaHUA.

pabounii pacTeop,
pa3BeguTe B
COOTHOLLIEHNN
1/20.

pabouyero pactsopa
1 20-kpaTHoro
KOHLleHTpaTa
pacTtsopa And
NPOMbIBaHUA.

NpOMbIBaHUS
YyCTONUMB A0
ncTeveHns cpoka
rogHoCTV Habopa.
1-KpaTHbIN pacTBop
ANS NPOMbIBaHUSA
YCTOMYMB Kak
MUHVMMYM B TeUeHune
OJIHOW Hepenu
nocse NoAroToBKMU.

3M™
IKCTPaKLNOHHbIN
6ydep (4-kpaTHbIi)
E26

OavH dnakoH co
120 mn 4-KpaTHoOro
3KCTPAKLMOHHOIO

bydepa.

YTtobbl cienatb
1-KpaTHbIN
pabounii pacTeop,
pa3sejuTe B
COOTHOLLEHUY
1/4. Nepep
NCNoNb30BaHNEM
Harperite
pabounii pacteop
20 50-60 °C.

2-8 °C anga
1-KpaTHOro
paboyero pactesopa
1 4-KpaTHOro
KOHLUeHTpaTta 3M
DKCTPaKLMNOHHOIO

6ydepa.

1-KpaTHbIN
3KCTPAKLNOHHbIN
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6ydep ycTonumBbl
[0 NCTeYeHNs CpoKa
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3M™ PacTtBop OaviH dnakoH ¢ 12 mn foTOBO K 2-8 °C B TeMHOTe. beperute ot
XPOMOTeHHOro 3,3'5,5- MCMOJ/Ib30BaHMIO. cseTa. 3M PacTtBOp
cybcrpata TeTpameTunbeHsnanHa XPOMOreHHOoro
(TMB). cybcTpaTa ycTonume
_ [0 VICTeYeHNA CpoKa
roAHoCTU Habopa.
3M™ OavH dnakoH c 12 mn | FoToBO K 2-8 °C 3M
OcTaHaBnMBaKOLWNIA | CEPHOM KNCOTLI B 1CNOJIb30BaHUIO. OcTaHaBnMBalOLLN
pacTBop KoHueHTpauun 0,3 M. pacTBOp ycToMYmB
[0 NCTeveHNs cpokKa
_ rogHOCTU Habopa.

MaTepmanbl, KOTOpPbIE HE NMOCTaBAAKTCA B Ha6ope:

npeLn3nNoHHbIe MUNETKM U HAKOHEYHNKW ANA nneTok Ha 10-100 Mk;

npo6upku;

YCTPOWMCTBO AN NPOMbIBaHUS UKW aCNUpaum MUKPOTUTPALIMOHHbLIX MaHLLIETOB;
AVCTUNNNPOBaHHAsA UV AeVNOHN3NPOBaHHAasA BOAQ;

aBTOMaTMYyecKoe CHUTbIBatoLLLIee YCTPOMCTBO A1 MUKPOTUTPALMOHHBIX NAaHLLETOB;
pasnnyHas nabopaTopHas nocysa AN NOArOTOBKM peareHToB 1 bydepHbIX pacTBOPOB;
Tarimep;

BUXPEBOV CMecuTenb;

BOZAHasA baHsA-LLenKep UK Wenkep-nHKybaTop;

OpbUTanbHbIN Lenkep.

TexHuKa 6e30MacHOCTU

[Tonb3oBaTenb A0JKeH I'IpOHeCTb, MOHATbL U CO61'IPOp,aTb BCe yKa3aH|/|;| Mo TeXHnKe 6e30ﬂaCHOCTI/I B I/IHCprKLU/IFlX K
cncteme «3M ELISA Habop (npoTenH opexa Makagamum)». CoOXpaHuTe MHCTPYKLMYM MO TeXHUKe 6e30nacHoCTY ANs
NCNONb30BaHNA B AaaneVILIJeM.

A NPEAYNPEXAEHUE.

YKa3bIBaeT Ha OMaCHYH CUTyaLutio, KOTopas, eC/iv ee He N36exaTb, MOXEeT NPUBECTM K
CMepTU UV TSXKENON TpaBMe 1 (UNIn) K MOBPEXAEHMIO NMYLLECTBA.

YBEAOMJTEHUE. Yka3blBaeT Ha NOTEHLMAaNbHO OMACHYH CUTyaLuto, KOTOpasi, eC/v ee He n3bexars,

MOXET NMpuBeCTU K MoBpeXAeHI0 MMYyLLECTBA.

A NPEAYNPEXAEHUE

[ns cHMKeHMSA pUCKOB, CBA3AaHHbIX C BO34E/CTBMEM XMMUYECKMX BELLLECTB, NpUaep>XuBainTecb

nepevyuncNIeHHbIX HMKe peKoMeHAaLUA.

e  YTUAM3MPYITE B COOTBETCTBUN C TEKYLLIMMUN MECTHbLIMU, PErMoHaNbHbIMU, HaLMOHANbHbLIMUK, 0TPaCcAeBbIMU
CTaHAapTamMu 1 HOpMaMMU.

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

e  Ob6nA3aTenbHO cobatofariTe cTaHAAPTHLIE N1abopaTOpHbIe Mepbl 0becneyeHnss 6€30MacHoOCTH, B TOM Yncie
MCMONb3yKTe 3aLMTHYH OAexay U CpeACTBa 3alluTbl a3 npuv paboTe C peareHTamMu.

e  VI3beralitTe koHTakTa 3M OcTaHaBAMBAlOLLLEro pacTBopa C KOXel. JononHNTenbHy MHGOPMaLMI0 O TEXHUKe
6e30nacHOCTM CM. B MacnopTe 6e3onacHoOCT Matepuana.

ANnA cHNXXKeHnA PUCKOB, CBA3aHHbIX C MOJlyYeHVEM JIOXKHOOTpULLATE/IbHbIX pe3y/ibTaToB N MPOU3BOACTBOM

3arpsisHeHHbIX NpPoAyKTOB, Heo6xoa4MMO cobnroaaTh cneayloLlme npasuna.

e  XpaHwute 3M ELISA Habop (npoTenH opexa Makagamum) coriacHoO ykasaHUAM Ha YNaKoBKe U MHCTPYKUMAM K
npenapary.

e  Wcnonb3yrite 3M ELISA Habop (npoTenH opexa Makagamum) Ans npo6 nuLLeBbIX NPOAYKTOB 1 MPo6 v3
OKpYy>atoLLe cpedbl, KOTOPble MPOLLAV BHYTPEHHIOK NN CTOPOHHHIOKO NMPOBEpPKY.
Cobntogalite MPOTOKO U BbIMONHANTE TECTMPOBaHME B CTPOTOM COOTBETCTBUM C MHCTPYKLMSAMIN K penaparTy.
KomMnaHmsa 3M fOKyMeHTa/IbHO He MoATBepPXAana BO3MOXHOCTb MCMO/b30BaHUS cncTeMbl «3M ELISA Habop
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(MpoTenH opexa Makagamun)» B 4pYrnx oTpacasx, KpomMe Npovr3BoACcTBa NPOAYKTOB MUTAHNS U HAaMMUTKOB.
Hanpumep, koMmnaHua 3M He noATBepXjana AOKYMEHTaIbHO BO3MOXHOCTbL 1CMO/1b30BaHNSA 3TOrO NPoAyKTa
AN5 TecTMpoBaHUA dapMaLeBTUYECKNX, KOCMETUYECKUX, KIMHUYECKUX U BeTEPUHAPHbIX NPo6.

Ana CHNKeHUs pUCKOB, CBA3AaHHbIX C MOJlyYEHMEM HETOUYHbBIX pe3yNbTaToB 1 MPON3BOACTBOM

3arpsi3HeHHbIX NPOAYKTOB, Heo6xoAMMO cobnoaaTh cneayioLime npasuna.

e  Bcerga ncnonbe3yrite 3M ELISA Habop (MpoTenH opexa Makajamum) 4o UCTeYeHUs Cpoka rogHOCTH.

e  Bcerga noarotaenmBainTe pabourie pacTBOPbl C MOMOLLbIO KOHLIEHTPUPOBAHHbBIX peareHToB cnuctembl «3M
ELISA Habop (npoTenH opexa Makagamun)» npu TemnepaType 20-25 °C.
He 3amopaxwuBaiite 3M CTaHAaPTHbLIN KOHLLEHTPAT NPOTerMHa opexa MakajgaMuu.
Ecnn pacTBop XpoMoreHHoro cybcrpaTa ctaji CUHKM, He UCMOoNb3yinTe ero. Bo nsbexaHve nepekpecTHOro
3arpsisHeHuns 3M PacTBopa XpoOMOreHHoro cybctpata cobntogante npasuna «Hagnexaliasa nabopatopHas
npakTuka»'.

YBEAOM/NEHWUE

Ansi CHAXKEeHUS PUCKOB, CBA3AHHbIX C HETOUHbLIMU pe3y/ibTaTaMu, NPUAEepP>KNBaTECh NepevncIeHHbIX

HWKe peKoMeHAaumniA.

e  YCTOWUMBOCTb NPO6 MOC/E IKCTPAKLUMM He oLleHMBanack. Mpoueaypy ELISA cnesyeT BbINOHATL Cpasy nocie
3KCTPaKLUKN NPO6bI.

e B0 n3bexaHve nepekpecTHOro 3arpssHeHns Npob npu pabote ¢ 3M cTaHAAPTHLIMW pacTBOpaMm NpoTerHa
opexa Makagamuu cobntogaiite npaeuna «Hagnexawas nabopaTopHas NpakTuka»'.

[OoNoNHUTENbHYIO MHPOPMALMIO CM. B NacnopTe 6e30MacHOCTN NPoAyKTa.

MonyunTe NHGOPMALMIO O JOKYMEHTabHOM MOATBEPXAEHUN XapakTepUCTUK MPOAYKTa MOXHO Ha Beb-caliTe
www.3M.com/foodsafety nmb6o y mecTHoro npeactaBuTens AN ANCTPUOBLIOTOPa KOMMaHu 3M.

OTBeTCTBEHHOCTb Nosib3oBaTenei

Monb3oBaTeNn HecyT NONHYHO OTBETCTBEHHOCTb 3@ 03HaKOMAEHME C UHCTPYKLUMAMUN 1 MHPOopMaLein 06
ncnonb3oBaHWM Npenapata. [na nonyyeHns 6onee noapobHoOV MHOPMaLMI NOCeTUTE HaLl Be6-cainT no agpecy
www.3M.com/foodsafety 1160 cBAXMTECH C BalLMM MECTHbIM NpeAcTaBuTenemM Unu AUcTprubbotopom 3M.

Kakn B cnydae c N6bIMN MeTo4aMUn TeCTUPOBAHUA ANA aHa/I3a NULLLEBbLIX NMPOAYKTOB, TeCToBas
MaTpuLla MOXKeT NOBJ/INATb Ha pe3y/ibTaTbl TECTUPOBAaHUA. ﬂpVI Bbl60pe MeTOoda nccnegoBaHA Ba>XXHO
MOHNMAaTb, YTO Ha pe3y/ibTaTbl NCCIE40BaAHUNA MOTYT BNNATb BHELWLHUE (I)aKTOpI:I, HanpuMep MeToj 3a6opa I'Ip06,
MNPOTOKOA nccnefoBaHuda, NOAroToBka I'Ip06 K nccnegoBaHuMo, Crocob6bl O6pa6OTKVI I'Ip06 BO BpemMdA nccneioBaHms,
a Takxe ncnonbsyemoe O60pyAOBaHI/Ie. Muwesasq npo6a camMa no cebe MoXeT NOBIUATbL Ha pe3ynbtaTthbl.

3a BbI6Op MeToZa TeCTMPOBaHWS 1 UCCIeAyeMOoro NpoAykTa OTBeYaeT nosib30BaTeslb: OH JO/IXKEH Ha OCHOBaHUN
nccnefoBaHMs AOCTaTOUHOIO KONMYeCcTBa 06pa3LoB ONpeaenvTh, OTBeYaeT N BblbpaHHbI/i MeToZ TeCTUPOBaHUSA
Heo6X0ANMbIM EMY KPUTEPUSIM.

KpOMe TOro, nosib3oBaTenb 06s3aH YCTaHOBUTb, OTBEYaKT JIN METOAbI N pe3y/ibTaTbl NPOBOAUMbIX UM aHaNN30B
Tpe6OBaHI/IF|M €ro K1MeHToB 1 NOoCTaBLLNKOB.

Pe3ynbTaTbl, NOMyYeHHble C NoMoLLbio NpodykTa 3M Food Safety (kak 1 npy ncnonb3oBaHWM NO60roO APYroro
MeToZa NccnefoBaHWiA), He rapaHTUPYOT KauecTBO MaTPUL, AN TEXHONOMMYECKMX MPOoLLeCccoB, NoABepraBLLMXCS
nccnesoBaHUAM.

OrpaHuyeHune rapaHTuii / orpaHUYeHHas 3awWuTa npas

EC/IN MHOE IBHO HE YKA3AHO B PA3/E/E OB OFPAHWUYEHHOW TAPAHTUW HA MHAVNBUAYANBHOW YIAKOBKE
MPOAYKTA, 3M HE NMPUN3HAET MPAMBbIE /11 KOCBEHHBIE OBA3ATE/IbCTBA, BK/THOYAA, MOMUMO TPOYETO,
FAPAHTVIKO TOBAPHbIX XAPAKTEPUCTVK TN MCNOJIb3OBAHME B COOTBETCTBWM C YKASAHHOW OBJIACTBIO
MPUMEHEHWSA. Ecnn kauecTBO NpoayKTa oTAena 6e30nacHOCTY NULLLEBOM NPOoAYyKUMM KoMnaHun 3M He sBasieTcs
Haanexawm, KomnaHms 3M nam ynoaHOMOYEHHbIM 3TON KOMMaHWen ANCTPUBBLIOTOP 0653yeTcs No cBoemMy
YCMOTPEHMIO 3aMEHUTb 3TOT MPOAYKT UM BO3MECTUTb CTOMMOCTb MOKYMKM 3TOr0 NPOAYKTa. 3TO eAMHCTBEHHBbIN
Cnocob paspelueHms cnopa. O BO3MOXHOM fedekTe HE06X04MMO HEMEANIEHHO YBEAOMUTbL KOMMNaHuo 3M B
TeUeHVe LWeCcTUAECATN AHEen C MOMEHTa ero 06Hapy>XeHKs, MoC/ie Yero BepHyTb NPOAYKT B KoMMnaHuo 3M. Ans
CaHKLIMOHMPOBaHWSA BO3BpaTa TOBapa MO3BOHUTE B CIYXK6OY noaaep>kn knneHTos (1-800-328-1671 B CLLA) nan
cBoeMy odpuLmManbHOMY nNpeacTaBuTento komnaHuu 3M Food Safety.
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Orpan-leume OTBEeTCTBEHHOCTU KoMmnaHum 3M

3M HE HECET OTBETCTBEHHOCTb 3A YLLUEPE N MOBPEXAEHWA, ABNAIOLNECA MPAMbIMW, HEMPAMbBIMWU,
YMBIWAEHHBIMW, CTYHANHBIMW TN KOCBEHHBIMI, BKTFOYAS, MOMMMO TMPOYETO, YTPAYEHHYHO
MPUBbI/Ib. OTBETCTBEHHOCTL KOMMAAHUK 3M HU NpU Kaknx 06CTOATeNbCTBAX M HECMOTPSA HI Ha Kakne TpeboBaHNS
He MOXeT MpeBbIllaTb CTOMMOCTb MPOAYKTa.

XpaHeHve n yTnnmsauusa
XpaHuTe cogepxmnmoe cucreMol «3M ELISA Habop (NpoTenH opexa Makajamun)» npu Temnepartype 2-8 °C. He
3amMopaxwuBariTe NPoayKT. XpaHWTe pa3BeeHHble paboyune pacTBOpbI, Kak onncaHo B Tabauvue 1.

He ncnonb3syinte KOMNOHeHTbI cncTemMbl «3M ELISA Habop (MpoTenH opexa Makagamum)» nocsie ncTeveHunst cpoka
roAHocTU. Jlata ncteyeHms Cpoka roHOCTV 1 HOMep MapTUK yKa3aHbl Ha STUKETKE Ha HapYy>KHOI NOBEPXHOCTU
KOPOO6KMU.

yTVI)'IVI3VIpyI7ITe B COOTBETCTBUN C TEKYLLLMMU MECTHbIMW, PErMoHa/ibHbIMW, HAUMOHAJ/IbHbIMW, OTpac/ieBbIMA
CTaHZ4apTaMn 1 HOpMaMn.

WHCTPYKLUU MO NPUMEHEHMIO
CTpOFO CO6J'II-OA6I7IT€ BCE MHCTPYKUMW. B NPOTVMBHOM C/ly4ae pe3y/ibTaTbl MOTYT ObITb HETOYHbLIMMU.

MoaroToBKa peareHToB
Mepes ncrnonb3oBaHVEM JOBeANTE BCe peareHTbl 40 KOMHATHOM TeMnepaTypbl (20-25 °C). Ansa pasBeseHns n
XpaHeHus pabounx pacTBOPOB MO/b3yNTeCb YNCTON 1abopaTopHON MOCYAON.

a. 3M 3KcTpaKkUVOHHbIN 6ydep

UT06bI MOAroTOBUTL 1-KpaTHbIN SKCTPaKLMOHHBLIN Bydep, fobaBbTe 0AHY YacTb 3M SKCTpakLMOHHOIO
bydepa (4-kpaTHOro) 1 pasBeanTe ero B Tpex YacTsax 4eNOHN3NPOBAHHOW UV ANCTUNNINPOBAHHON BOAbI.
MepeA ncnonb3oBaHVEM NpeABapuUTebHO HarperiTe IKCTPaKLUMOHHbIN Bydep (1-KpaTHbIN) 4O TemnepaTypbl
50-60 °C B BoAsAHOM 6aHe nan B LWelikepe-nHKybaTope. 19 kaxgo npobbl Tpebyetcd 4,5 ma 1-kpaTtHoro
3KCTPaKUMOHHOro bydepa.

6. 3M PactBop pasbaButens

UT06bI MOAroTOBUTL 1-KpaTHLIN pacTBOp pa3baButens, Aob6aBbTe 04HY YacTb 3M pasbaBuTens (5-kpaTHOro)
K YeTblpeM YacTsaM AeVOHU3NPOBAHHON AN JUCTUAIMPOBAHHOM BOAbl. 119 Kaxol npobbl Bcero Tpebyetcs
4,5 mn 1-kpaTHOro pacTteopa pasbasuTensi.

c. 3M PacTtBOp ANna NpoMbiBaHUA

YT06bI NOArOTOBUTL 1-KpaTHLIN pacTBOP ANA NMPOMbIBaHUSA, 406aBbTe 0AHY YacTb 3M PacTBopa ans
NpoMbIBaHUs (20-kpaTHOro) K 19 4acTaAM AeMOHU3MPOBAHHOM U AUCTUINMPOBAHHOM BOAbI. [N KaxAo0i
Avelikn 3M ELISA TpebyeTcs nprban3snTensHo 2,5 Ma 1-KpaTHOro pacTBopa AJ1s MPOMbIBaHNS.

MNMprmeyaHue. B cniyyae xpaHeHunsa npuv Temnepatype 2-8 °C B 3M PacTBope 4714 npoMbiBaHmA (20-kpaTHOM)
MOTyT 06pa30oBbIBaTbCA KPUCTaIbl. YTO6bI pacTBOPUTL KPUCTas/bl Nepes NoAroToOBKOW pacTBopa Ais
npombiBaHus (1-kpaTHoro), nogorperite 3M PactBop Ansa npombiBaHUA (20-KpaTHbIN) 20 30-35 °C B BOAAHOM
b6aHe nnn nHkybartope.

A. 3M KoHblorat HRP gnsa opexa makagamumm

YT06bI NOAroTOBUTL 1-KpaTHbIN KOHbIoraT HRP ans opexa Makagamum, obaBbTe ogHY YacTb 3M KOHbOraTa
HRP ana opexa makagamum (10-KkpaTHOro) 1 passegute B 9 yactax 1-kpaTHoro pactesopa pas6asurtens.
MNMoaroToBbTE HEMOCPEACTBEHHO Nepej ncnonb3oBaHmeM. Ans kaxgon aueikn 3M ELISA TpebyeTtca 100 Mkn
1-kpaTHOro koHbtorata HRP ana opexa makagamumu.

MNoproTtoBKa ob6pasua
MprMeyaHme. SKCTpaKLMIO BCeX NPO6 cnefyeT NPOBOAUTL C 1-KPaTHbLIM 3KCTPAKUNOHHbLIM 6ydepom,
npegsaputensbHo nogorpetsiM g0 50-60 °C.

1.1. MogroToBbTe NPOBY ANA SKCTPAKLUM NPOTENHA B YNCTO NM60O OLHOPA30BOM NpobupKe, Kak ONMCaHO B
Tabnuue 2.
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Extraction buffer

Xnakve nuieBble NPOAYKThI

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

Extraction buffer

O6paseL, Npobbl Pazmep PasBegeHue (1/10)
npo6si
Teepable nyiLeBble NPOAYKThI 0,5+0,02r JlobasbTe 4,5 + 0,09 M1 NnpeaBapuUTebHO
NnoAorpeToro 1-KkpaTHOro 3KCTPaKUMOHHOro bydepa
XKngkuve nuiesble NpPoAyKThl 0,5+0,01 mn JlobaBbTe 4,5 + 0,09 M NnpeaBapUTenbHO
noAorpeToro 1-kpaTHOro 3KCTPaKUMOHHOro bydepa
®urHanbHasa sBoga CIP-moliku 0,5+£0,01 mn Job6aebTe 4,5 + 0,09 Mn NpegBapuTeNbHO
noAorpeToro 1-kpaTHOro 3KCTPaKUMOHHOro bydepa
TBepAble NVLLeBble MPOAYKThI
4.5 mL1X

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

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

1.4. 3abepute 100 MK 13 cpesaHero (BOAHOr0) cnost 1 fobaebTe K 900 MK pacTBopa pa3basutens (1-KpaTHOro).
XopoLuo nepemMellainTe nytemM B36anTbiBaHUS UAW BCTPAXMBAHUSA (3TO COOTBETCTBYET CTENeHV pa3BejeHus

ncxoaHom npo6sl 1/100).

50-60 °C
00.25:00




Mpoueaypa ELISA

(Pyccknia) ﬁ ﬁ

nnn

3000 r / 08:00:30

\
100ul

900y ==

2.1. Vi3BnekuTe no ogHoi s4erike 3M ELISA ans kaXgor npobbl 1 (MAK) CTaHAAPTHOro pacTBopa U NoOMecTUTe Ux
B fep>xaTenb And sueek. BepHuTe Hencnonb3oBaHHble A4eiik 3M ELISA B donbrpoBaHHbIN NakeT, 06paTHO
repmeTu3npyinTe N NoMecTnTe o6paTHO Ha XpaHeHWe nNpu Temnepatype 2-8 °C.

2.2. Cnomouypbto 3M CTaHAapPTHOro KOHLIEHTpaTa NpoTerHa opexa MakaZaMum NoAroToBbTe HAbop 13 NATK
CTaHAapPTHbIX PAacTBOPOB, pa3baB/eHHbIX B pacTBope pasbaButens (1-kpaTHOM).

Homep KoHueHTpauusa O6bem cTaHAAPTHOIO 0O6Bbem 1-kKpaTHOro
CTaHAapTHoOro CTaHAapTHOro pacTteopa pacTBopa, A06aBasemMoro K pacTBopa pas6aBuTtens
pacTBopa (Hr/mn) 1-kpaTHOMY pasbaBuTento
5 270 10 mkn 3M CtaHAapTHOro 990 mKn
KOHLIeHTpaTa npoTenHa opexa

Makagamunm

4 90 200 MK CTaHAAPTHOrO 400 mkn
pactBopa 5

3 30 200 MK CTaHAAPTHOrO 400 mkn
pactBopa 4

2 10 200 MK cTaHZapPTHOro 400 mKn
pacTtBopa 3

1 3,33 200 MK cTaHZAPTHOro 400 MKn
pacTtBopa 2

0 0 0 400 mkn

2.3.

2.4,
2.5.

2.6.
2.7.

BHecnTe nunetko no 100 MK KaXA0ro CTaHAAPTHOro pacTeopa B syeriki 3M ELISA.

CraHgapTHbI pacteop 0 (1-KpaTHbI pacTBop pasbasutens)
CraHgapTHbIn pactBop 1 (3,33 Hr/mn) ppb

CraHpapTHbIN pacteop 2 (10 Hr/mn) ppb

CtaHaapTHbIn pactBop 3 (30 Hr/mn) ppb

CtaHaapTHbIM pacTBop 4 (90 Hr/mn) ppb

CTaHAapTHbIN pactBop 5 (270 Hr/mn) ppb

BHecuTe nuneTkor 100 MKA aKCTparmpoBaHHOM Npobbl, MOArOTOBNAEHHOM Ha aTane 1.4, B Aueiiky 3M ELISA.

NHkybupyinTe aueiikn 3M ELISA B opbuTanbHOM Lelikepe co ckopocTbto 400 06/MUH NpU KOMHATHO
Temnepatype (20-25 °C) B TeueHwme 30 £ 2 MUH. Bo n3bexaHne ncnapeHns Ha 3ToM aTarne auerkn JOSXKHbI
0CTaBaTbCA HAKPbITLIMA U B POBHOM MOJIOXEHNN.

Mocne nHkybaumm yganute cogepxmmoe gueek 3M ELISA ¢ nomoLLbro acnvpaTtopa.

MoNHOCTBIO 3aMonHUTe Kaxayto ayeinky 3M ELISA 1-KpaTHbIM pacTBOPOM ANS MPOMbIBAHUA U yaannTe
acnupaTopoM. Eciv npoMbiBaHMe BbINONHAETCS BPYUHYHO, NepeBepHUTe NaaHLLEeT, Bb1eNTe (BbITPAXHUTE)
colepXXMMOoe B KOHTeNHEeP A1 OTXOAO0B 1 Pe3Ko MNOCTy4YnUTe syerikamy 0 BNUTbIBaKOLLYO Bymary,

YTOObI YAa/IUTL OCTaTKM PacTBOpa AN NPOMbIBaHUS. TPUXKAbI MOBTOPUTE 3TOT 3Tan, YTobbl BbIMNOAHUTL
NpoMbIBaHMe YeTblpe pasa.
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2.8. BHecuTe nuneTtkoi 100 Mk 1-kpaTHOro KoHbrorata HRP ansa opexa makagamunu B Kaxayro syeiiky 3M ELISA.
NHkybupyinTe Ha opbuTanbHOM Lelikepe co cKopocTbto 400 06/MUH NpY KOMHATHOW TeMnepaType B TeveHne
10 £ 2 MWH. Ha 3TOM 3Tane nnaHLeT JO/KeH 0CTaBaTbCA HAaKPbITbIM, B TEMHOTE Y B POBHOM MOJIOXEHNW.

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

2.10 C nomoubo nuneTky nomectnte 100 mka 3M PacTBopa XpoMoreHHoro cyb6ctpaTa (TMB) B KaXayto ssueliky
3M ELISA.

2.11 NHkybunpyinTe Ha opbUTanbHOM LUelikepe co ckopocTbto 400 06/MUH MNPy KOMHATHOI TeMMepaType B TeyeHue
10 MMHYT. Ha 3TOM 3Tane naaHLWeT J0/KeH 0CTaBaTbCA HAKPbITbIM, B TEMHOTE 1 B POBHOM MOJIOXEHNM.

2.12 MNocne nHkybaumn gobasbTe no 100 mkn 3M OcTaHaBAVIBaIOLLLErO pacTBOpa B Kaxayto ayeriky 3M ELISA n
onpegennte abcopbuuto (Npwv AnviHe BoAHbI 450 HM) B TeueHe 30 MUHYT.

100ul

00:30:00 / koMHaTHasa Temnepatypa

0:10:00 / komHaTHas Temnepatypa
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AHanuns pesynbTaToB

3.1.

3.2.

3.3.

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

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

PaccunTainTe KOHUEHTpPaLMKM Npo6 No cTaHAAPTHOV KpMBON. EANHMLE N3MepeHns pe3ynbTaToB — HI/M
(ppb). 3aTeM yMHOXbTe Ha KO3PPULMEHT pa3basBieHNs NPO6bI, YUTO6bI MONYUNTb KOHLIEHTPAaL M0 MCXOAHOM
npo6bl. Hanpumep, ecan obLuas cteneHb pa3sefeHns Npobbl coctasnsdeT 1/100 1 KOHUEHTpaLums Npobbl
Ha CTaHZapTHOM KpuBol coctaBnsaeT 200 Hr/mn (ppb), okoH4YaTeNbHasA KOHLLEeHTpaLMs Npobbl cocTaBnsieT
200 Hr/mn x 100 = 20 000 Hr/mn (ppb), uTo paBHO 20 MKr/MA (ppm).

MwuHManbHble paboyuune xapaKTepucTuKku

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

CI'IELI,VIq)VI‘-IHOCTb N nepeKkpectHasa peakKTUBHOCTb
3TOT aHanM3 NCNob3yeTcs Ans 06HAPYXKEHNUs NPOTeNHa opexa MakagaMum 1 6bin UCMbITaH Ha NepeKkpecTHyHo
PeakTMBHOCTb C pa3fnyHbIMK Npobamu (Tabnnua 3).

Ta6nuua 3. MNepekpecTHas peakTUBHOCTb cncteMbl «3M ELISA Habop (npoTenH opexa Makagamunm)».

Mpo6a HanonHuTeNs % nepekpecTHo
peakTNBHOCTN
MwviHAanbHas Myka <1%
MwrHAanbHOE MOJIOKO <1%
beTta-naktornobynuH (BLG) <1%
KopoBwuii kazenH <1%




KopoBbke Mosioko <1%
Bpasunnbcknii opex <1%
lpeyHeBad Myka <1%
Kewsbto <1%
Cenbgeperi <1%
Hyt <1%
KokocoBas myka <1%
KokocoBoe M0JI0KO <1%
Kykypy3Hasa Mmyka <1%
PbI6HbIV NapBanbbyMuH <1%
PyHAYK <1%
daconb nmmckas <1%
Opex Makagammm (+)

CemeHa ropynbl <1%
OBomykoung, <1%
FOpOXOBbIN 3KCTPAKT <1%
ApaxmncoBasi MykKa <1%
MNexkaH <1%
KenpoBbili opex <1%
ducTalkoBas Myka <1%
CeMs ThbIKBbI <1%
Mopckoii rpebeLlok <1%
KyH>yTHOe cems <1%
KpeBeTkn <1%
CoproBsas Myka <1%
CoeBas MyKka <1%
CoeBoe MOJIOKO <1%
Cemsa noaconHeYHKa <1%
Mpeukunin opex <1%

CcbINIKN

(Pyccknia) ﬁ H

1. YnpaBneHve no KOHTPO KayecTBa NULLEBbIX MPOAYKTOB 1 leKapCTBeHHbIX cpeacTs CLUA. CBog
desepanbHbIX MOCTaHOBNEHWI, cTaThst 21, YacTb 58. Hagnexalyas nabopaTopHasi npakTuka Ans

AOKNMNHNYECKNX na6opaTopr|x MCCﬂeAOBaHMVI.

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

2660T1T M., Xariyopg C., Pocc B, Froadpya 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 KOIMYECTBEHHOro aHann3a nuLesblx annepreHos ELISA: obLimve npasuna n
pekomeHayeMble MeTogauKkn. J. AOAC Int. 93, 442-450.

MNosacHeHVe cMMBOJIOB
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Yayinlanma Tarihi: 2017-11

Makademya Findigi Proteini ELISA Kiti

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

Urtin Tanimi ve Kullanim Amaci
3M™ Makademya Findigi Proteini ELISA Kiti, yerinde temizleme (CIP) son durulama suyu, gevresel svab 6rnekleri, gida
bilesenleri ve islenmig gida Uriinlerinde makademya findigi proteinlerinin algilanmasi igin gelistirilmistir.

Uriin Talimatlari

3M Makademya Findigi Proteini ELISA Kitinde sandvig ELISA kullanilir. Ornekte bulunan makademya findigi proteinleri,
polistiren mikrotitre yuvalarinin ylizeyine tutunan makademya findigi karsiti antikorla reaksiyona girer. Bagsiz proteinler
yikanarak giderildikten sonra yabanturbu peroksidaz (HRP) ile bagli makademya findigi kargiti antikorlar ilave edilir. Bu
enzimle isaretlenmis antikorlar, dnceden bagli olan makademya findigi proteiniyle bilesikler olusturur. ikinci ylkama
adiminin ardindan, kromojenik bir substrat olan 3,3’,5,5-tetrametilbenzidin (TMB) ilave edilerek immunoabsorbente
bagh enzim tespit edilir. Bu enzim reaksiyonundan ortaya cikan renk, test edilen 6rnekteki makademya findigi proteininin

yogdunluguna dogrudan bagli olarak degistiginden, 450 nm’deki emilim, test 6rnegindeki makademya findigi proteini
yogunlugunun 6l¢iimi igin kullanilir. Test 6rneginde mevcut makademya findigi proteininin miktari, bilinen yogunluk
standartlarindan hareketle standart egriden tahmin edilebilir ve 6rnegin seyreltilmesi g6z éniinde bulundurularak

degerlendirilebilir.

3M Makademya Findigi Proteini ELISA Kiti laboratuvar teknikleri konusunda egitim almis uzmanlar tarafindan bir
laboratuvar ortaminda kullanima ydneliktir. 3M, bu trlinii yiyecek veya igcecek endistrileri diginda kullanim igin tescil
ettirmemistir. Ornegin 3M bu riinii farmasétik Griinler, kozmetik malzemeler, klinik veya veterinerlik amagl numunelerin
testlerinde kullanim igin tescil ettirmemistir. 3M Makademya Findigi Proteini ELISA Kiti, tim potansiyel gida triinleri, gida
islemleri ve test protokolleriyle degerlendirilmemistir.

3M Makademya Findigi Proteini ELISA Kiti, Tablo 1’de ac¢iklanan 96 yuvaya sahiptir.

Tablo 1. Kit bilesenleri

Malzeme

Tanim

Hazirlama
(ayrintilar igin
bkz. Reaktifin
Hazirlanmasi
Béliimii)

Saklama

Stabilite

3M™ Makademya
Findigi Proteini ELISA
Yuvalari

96 cikarilabilir antikor kaph
yuva iceren bir adet folyo
poset.

Kullanima hazir.

Nem cekicili
muhrld folyo

posette 2-8°C.

Kullanilmamig yuvalar
ve nem ¢ekici iceren
folyo poseti tekrar
mihdrleyin. Kitin son
kullanma tarihine
kadar stabiliteyi
korumak igin 2-8°C
sicaklikta saklayin.

Bolimiind inceleyin.

3M™ Makademya 1,5 mL 10X Yabanturbu 1X galisma ¢ozeltisi | Karanlikta 10X konjugat, kit

Findigi HRP Konjugati | Peroksidazla (HRP) Bagl hazirlamak igin 2-8°C. izerindeki son

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

4 \ seyreltin.

3M™ Makademya Bilinen yogunlukta Standart 2-8°C. 3M Makademya

Findigi Proteini makademya findigi proteini hazirlama igin Dondurmayin. | Findigi Proteini

Standart Konsantresi | iceren bir adet sise. ELISA Prosediiri Standart Konsantresi,

kitin son kullanim
tarihine kadar
stabildir.
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3M™ Seyreltici (5X)

50 mL 5X Seyreltici iceren bir
adet sige.

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

2-8°C

5X 3M Seyreltici
Cozelti, kit Gzerindeki
son kullanim tarihine
kadar stabildir.

3M™ Yikama Cozeltisi
(20X)

50 mL 20X yikama ¢0zeltisi
iceren bir adet sise.

1X galigma ¢ozeltisi
elde etmek igin 1720
oraninda seyreltin.

Hem 1X galigma
cOzeltisi hem
de 20X Yikama
Cozeltisi
konsantrasyonu
icin 2-8°C.

20X 3M Yikama
Cozeltisi, kit
Uzerindeki son
kullanim tarihine
kadar stabildir. 1X
Yikama Cozeltisi,
hazirlandiktan sonra
en az bir hafta
stabildir.

3M™ Qziitleme
Tamponu E26 (4X)

120 mL 4X 6zitleme tamponu
iceren bir adet sise.

1X calisma ¢ozeltisi
elde etmek igin 1/4
oraninda seyreltin.
Caligma ¢ozeltisi,
kullanilmadan 6nce
50-60°C sicakhga
kadar isitilmalidir.

Hem 1X galigma
¢ozeltisi, hem
de 4X 3M
Oziitleme
Tamponu
konsantresi igin
2-8°C.

1X Oziitleme Tamponu
ve 4X 3M Ozitleme
Tamponu, kitin son
kullanim tarihine
kadar stabildir.

iceren bir adet sige.

3M™ Kromojenik 12 mL Kullanima hazir. Karanlkta Isiktan koruyun.
Substrat Cozeltisi 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin 2-8°C. 3M Kromojenik
(TMB) igeren bir adet sige. Substrat Cozeltisi,
kit izerindeki son
_ kullanim tarihine
kadar stabildir.
3M™ Stop Cozeltisi 12 mL 0,3 M siilfirik asit Kullanima hazir. 2-8°C 3M Stop Cozeltisi,

kit Uzerindeki son
kullanim tarihine
kadar stabildir.

Kitte verilmeyen malzemeler:

Test tlpleri

Zamanlayici
Vorteks

Guvenlik

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 icin hassas pipetler ve pipet uglari

Calkalamali su banyosu veya ¢alkalamali inkiibatér
Yoriingeli calkalayici

Kullanici, 3M Makademya Findidi Proteini ELISA Kiti talimatlarinda yer alan tiim giivenlik bilgilerini okumali, anlamali ve
uygulamalidir. Guvenlik talimatlarini ileride bagvurmak tizere saklayin.

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

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

A UYARI

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 1ISO/IEC 170252 konusunda

personeline egitim vermesi gerekir.
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° Reaktiflerle galigirken, uygun koruyucu kiyafet ve goézlik kullanimi dahil olmak lizere daima standart laboratuvar
glivenlik uygulamalarini izleyin.
e  3M Stop Cozeltisinin deriye temas etmesinden kaginin. ilave giivenlik bilgileri icin Giivenlik Veri Sayfasini inceleyin.

Kontamine iiriiniin agiga gikmasina yol agan yanlig negatif sonuglar ile iligkili riskleri azaltmak igin:
e  3M Makademya Findigi Proteini ELISA Kitini ambalaj Gizerinde ve irlin talimatlarinda belirtildigi sekilde saklayin.
e  3M Makademya Findigi Proteini ELISA Kitini dahili olarak veya bir Gicincii taraf¢a valide edilmis gida ve gevre
ornekleri ile kullanin.
Tam olarak Uriin talimatlarinda belirtildigi sekilde protokolii uygulayin ve testleri gergeklestirin.
3M, 3M Makademya Findigi Proteini ELISA Kitini yiyecek veya icecek endustrileri diginda kullanim igin
belgelememistir. Ornegin 3M bu iriinii farmasétik triinler, kozmetik malzemeler, klinik veya veterinerlik amach
numunelerin testlerinde kullanim igin tescil ettirmemistir.

Kontamine lriiniin agiga ¢ikmasina yol agan hatali sonuclar ile iliskili riskleri azaltmak igin:

e  3M Makademya Findigi Proteini ELISA Kitini mutlaka son kullanim tarihinden énce kullanin.

e  3M Makademya Findigi Proteini ELISA Kitiyle konsantre reaktiflerini kullanarak galigma ¢ozeltilerini her zaman
20-25°C sicakliklarda hazirlayin.
3M Makademya Findigi Proteini Standart Konsantresini dondurmayin.
Rengi maviye donmiis Kromojenik Substrat Cozeltisini kullanmayin. 3M Kromojenik Substrat Cozeltisinin capraz
kontaminasyonundan kaginmak igin lyi Laboratuvar Uygulamalarina’ uyun.

BiLDIiRiM

Hatali sonuglara iligkin riskleri azaltmak igin:

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

° Orneklerin capraz kontaminasyonunu 6nlemek icin 3M Makademya Findigi Proteini Standartlarini lyi Laboratuvar
Uygulamalarina' uygun olarak uygulayin.

Detayl bilgi icin Glvenlik Veri Formuna bagvurun.

Uriin performansiyla ilgili dokiimantasyon icin www.3M.com/foodsafety adresindeki web sitemizi ziyaret edin veya yerel
3M temsilciniz ya da dagiticinizla iletisim kurun.

Kullanicinin Sorumlulugu
Kullanicilar GirGin talimatlari ve bilgileri hakkinda bilgi edinmekle yiukimliidir. Daha fazla bilgi igin
www.3M.com/foodsafety adresini ziyaret edin ya da yerel 3M temsilcinizle veya dagitimcinizla iletigim kurun.

Gida analizi igin kullanilan tiim test yontemlerinde oldugu gibi test matrisi sonugclari etkileyebilir. Bir test yontemi
secilirken numune alma yéntemleri, test protokolleri, numunenin hazirlanmasi, iglem yapilmasi ve laboratuvar teknigi gibi
dig faktorlerin sonuglari etkileyebileceginin bilinmesi gerekir. Gida numunesinin kendisi sonuglari etkileyebilir.

Segilen test yonteminin kullanicinin kriterlerini kargiladigi konusunda kullaniciyi tatmin edecek yeterli sayida numuneyi
degerlendirmek lzere herhangi bir test yonteminin secilmesi kullanicinin sorumlulugundadir.

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

Tam test yontemlerinde oldugu gibi, herhangi bir 3M Gida Giivenligi Grininin kullanilmasindan elde edilen sonuglar test
edilen matrislerin veya siireglerin kalitesi konusunda bir garanti olusturmaz.

Garanti Sinirlamasi/Yasal Yollara iligkin Sinirlama

3M, HER BiR URUN AMBALAJININ UZERINDEKI SINIRLI GARANTI KISMINDA ACIKCA BELIRTILENLER HARICINDE,
PAZARLANABILIRLIK VEYA BELIRLI BIR KULLANIMA UYGUNLUK GARANTILERI DAHIL ANCAK BUNLARLA SINIRLI
OLMAMAK UZERE TUM ACIK VEYA ZIMNi GARANTILERI KABUL ETMEMEKTEDIR. Herhangi bir 3M Gida Giivenlik
Urtini'niin kusurlu olmasi durumunda, 3M veya yetkili dagiticisi, tercihine gére (iriini degistirecek veya iiriin satis tutarini
iade edecektir. Tarafiniza miinhasir ¢éziimler bunlardir. Uriinde mevcut oldugundan kusku duyulan herhangi bir kusurun
fark edilmesinden sonraki altmis giin icinde durumu 3M'e bildiriniz veya {iriinii 3M'e iade ediniz. Mal iade izni almak igin
litfen Musteri Hizmeti'ni (A.B.D.de 1-800-328-1671) veya yerel resmi 3M Gida Giivenligi temsilcinizi arayin.
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3M Sorumlulugunun Sinirlandiriimasi

3M DOGRUDAN, DOLAYLI, OZEL, ARIZI VEYA NETICE KABILINDEN DOGMUS, KAYBEDILMIS KAZANCLAR
DAHIL ANCAK BUNUNLA SINIRLI OLMAMAK UZERE HERHANGI BIiR KAYIP VEYA ZARARDAN SORUMLU
OLMAYACAKTIR. Higbir durumda 3M'in herhangi bir hukuk kurami altindaki sorumlulugu, kusurlu oldugu iddia edilen
Urinin satig fiyatini agamaz.

Saklama ve imha
3M Makademya Findigi Proteini ELISA Kitinin igindekileri 2-8°C sicaklikta saklayin. Dondurmayin. Seyreltilmis ¢alisma
¢ozeltilerini Tablo 1’de agiklandigi bicimde saklayin.

3M Makademya Findigi Proteini ELISA Kiti bilegenleri, son kullanim tarihinden sonra saklanmamalidir. Son kullanma tarihi
ve lot numarasi kutunun dig yliziindeki etikette belirtilmistir.

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

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

Reaktifin Hazirlanmasi
Tum reaktifleri, kullanmadan 8nce oda sicakhgina (20-25°C) getirin. Caligma ¢ézeltilerini seyreltmek ve saklamak igin
temiz laboratuvar malzemeleri kullanin.

a. 3M Oziitleme Tamponu

1X Oziitleme Tamponu hazirlamak icin 3M Oziitleme Tamponundan (4X) bir birim ilave edin ve (i¢ birim deiyonize
veya damitilmis suda seyreltin. Oziitleme Tamponunu (1X) kullanmadan énce su banyosu veya calkalamali
inkiibatérde 50-60°C’ye dnceden isitin. Her bir drnek icin 4,5 mL 1X Oziitleme Tamponu gereklidir.

b. 3M Seyreltici Cozelti

1X Seyreltici ¢bzeltiyi hazirlamak igin bir birim 3M Seyrelticiyi (5X) dért birim deiyonize veya damitilmig suya ilave
edin. Her 6rnek, toplam 4,5 mL 1X Seyreltici ¢ozelti igerir.

c. 3M Yikama Cozeltisi

1X Yikama Cozeltisi hazirlamak igin bir birim 3M Yikama Cézeltisini (20X) 19 birim deiyonize veya damitilmig suya
ilave edin. Her bir 3M ELISA Yuvasi igin yaklasik 2,5 mL 1X Yikama Cozeltisi gerekir.

Not: 2-8°C sicaklikta saklandiginda, 3M Yikama Cdzeltisinde (20X) kristaller olusabilir. Kristalleri gézmek igin
Yikama Cézeltisini (1X) hazirlamadan 6nce 3M Yikama Cozeltisini (20X) yikama banyosu veya inkiibatérde 30-35°C
sicakhga isitin.

d. 3M Makademya Findigi HRP Konjugati

1X Makademya Findi§i HRP Konjugati hazirlamak igin bir birim 3M Makademya Findigi HRP Konjugati (10X) ilave
edin ve 9 birim 1X Seyreltici ¢ozelti igcinde seyreltin. Kullanimdan hemen 6nce hazirlayin. Her bir 3M ELISA Yuvasi
icin 100 pL 1X Makademya Findigi HRP Konjugati gerekir.

Ornek Hazirlama
Not: Tim 6rnekler, 50-60°C sicakliga dnceden isitilarak 1X Oziitleme Tamponuyla éziitlenmelidir.
11 Tablo 2°de aciklandigi gibi temiz bir test tiipi veya tek kullanimlik bir tlipte protein 6zitleme igin 6rnek hazirlayin.

Tablo 2. Ornek hazirlama

Ornek matrisi Ornek boyutu | Seyreltme (1/10)

Kati gidalar 0,5+0,02¢g 4.5 + 0,09 mL 6nceden isitilmig 1X Oziitleme Tamponu
ilave edin

Sivi gidalar 0,5+0,01mL 4,5 £ 0,09 mL dnceden isitiimig 1X Oziitleme Tamponu
ilave edin

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

Suyu ilave edin
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Kati
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Extraction buffer
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=
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0.5 mL 4.5 mL1X
Extraction buffer
i
ey — + )
cIP W
= =
0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2 Seyreltilmis ornekleri galkalamali su banyosu veya ¢alkalamali inkiibatérde 25 + 1 dakika boyunca 50-60°C
sicaklikta inkiibe edin. Diger bir segenek, érnekleri su banyosu veya inkiibatérde 50-60°C’de birakmak ve her
5 dakikada 1 dakika manuel olarak ¢alkalamaktir.

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

1.4 Ara (sulu) katmandan 100 pL alin ve 900 pL Seyreltici Cézeltiye (1X) ilave edin. lyice karismasi igin vorteksleyin veya
calkalayin. (Bu, 6rnegin ilk halinin 1/100 oraninda seyreltilmesine kargilik gelir.)

50-60°C

00:25:00
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i

é
900l ==

3000 g 7 80:00:30
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21 Ornek ve/veya standart basina bir 3M ELISA Yuvasini ¢ikarin ve yuvalari yuva tutucuya yerlestirin. Kullanilmamig
3M ELISA Yuvalarini tekrar folyo posete yerlestirin, yeniden miihirleyin ve tekrar 2-8°C sicaklikta saklayin.

2.2 3M Makademya Findigi 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
5 270 10 pL 3M Makademya Findigi 990 uL
Proteini Standart Konsantresi
4 90 200 pL standart no. 5 400 pL
3 30 200 pL standart no. 4 400 pL
2 10 200 pL standart no. 3 400 pL
1 3,33 200 pL standart no. 2 400 pL
0 0] 0 400 L

2.3

24
2.5

2.6

2.7

2.8

2.9
210
21

212

Her bir standarttan 100 pLyi pipetle 3M ELISA Yuvalarina aktarin.

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

1.4’te hazirlanan 100 pL 6zutlenmis 6rnegi pipetle 3M ELISA Yuvasina aktarin.

3M ELISA Yuvalarini 400 rpm devire ayarlanmig yériingeli calkalayicida ortam sicakliyinda (20-25°C) 30 * 2 dakika
inklibe edin. Buharlagmayi 6nlemek igin bu adimda yuvalari kapali ve diiz tutun.

inkiibasyonun ardindan, 3M ELISA Yuvalarinin icerigini gekin.

Her bir 3M ELISA Yuvasini 1X Yikama Cozeltisiyle tamamen doldurun ve gekin. Yikama igleminin manuel olarak
yapilmasi durumunda, plakayi ters gevirin ve igindekileri ¢cop kutusuna bosaltin yikama ¢ozeltisi kalintilarini
gidermek icin yuvalar emici bir kagida sertge vurun. Toplam dort yikama icin bu adimi li¢ kez tekrarlayin.

Her bir 3M ELISA Yuvasina pipetle 100 pL 1X Makademya Findigi HRP Konjugati bosaltin. 400 rpm devire ayarlanmig
yoriingeli calkalayicida ortam sicakliginda 10 + 2 dakika inkiibe edin. Bu adimda plakayi karanlk ve diiz tutun.

Yikama Cézeltisiyle (1X) toplam dért yikamayi tamamlamak igin 2.6 ve 2.7 adimlarini tekrarlayin.
100 pL 3M Kromojenik Substrat Cozeltisini (TMB) 3M ELISA Yuvalarinin her birine pipetle doldurun.

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

inkiibasyonun ardindan, 3M ELISA Yuvalarinin her birine 100 uL 3M Stop Cézeltisi ilave edip (450 nm’de) 30 dakika
icinde emilimi tespit edin.
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3.2

3.3

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

Dort parametreli lojistik egri uydurma olusturabilen bir bilgisayar yazilimi ile ng/mL (ppb) cinsinden konsantrasyonu
x eksenine, karsilik gelen her bir standardin emilim degerini y eksenine cizerek bir standart egri olusturun. ikinci
derece cok terimli (ikilenik) veya bagka egri uydurma tiirleri de kullanilabilir, ancak bunlar daha az hassas bir veri
uyumu saglayacaktir.

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

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

Olgiim Limiti (LOQ) 0,3 ppm’dir

Olgiim limiti, belirtilen hassaslik seviyesinde makul diizeyde &lgiilebilen bir test 6rnegindeki en diisiik alerjen
seviyesi olarak tanimlanir®.
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Hassaslik

Deney ici Hassaslik Ortalama %CV = < %10 N=12
Ortalama %CV = < %10 N=12

Deneyler Arasi Hassaslik

Ozgiilliik ve Capraz Reaksiyon

Bu deney, makademya findigi proteinini tespit eder ve ¢esitli érneklerle gapraz reaksiyon yéniinden test edilmistir (Tablo 3).

Tablo 3. 3M Makademya Findigi Proteini ELISA Kitinin ¢capraz reaksiyonlari.

Matris 6rnegi Capraz Reaksiyon %
Badem Unu <%
Badem Siiti <%
BLG <%
Sigir Kazeini <%
Sigir Stti <Y1
Brezilya Cevizi <%
Karabugday unu <%1
Kaju <%1
Kereviz <%
Nohut <%
Hindistan cevizi unu <%1
Hindistan Cevizi Siti <%1
Misir unu <%1
Balik Parvalbumini <%1
Findik <%
Lima Fasulyesi <%
Makademya Findigi (+)
Hardal Tohumu <%
Ovomukoid <%1
Bezelye Ozii <%!1
Fistik Unu <%1
Pikan Cevizi <%
Cam Fistigi <%
Antep fistigi unu <%1
Kabak Cekirdegi <%
Deniztarag <%
Susam Cekirdegi <%
Karides <%1
Sorgum unu <Y1
Soya unu <%1
Soya St <%1
Aycekirdegi <%1
Ceviz <%1
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(CORIEIZERIAEDL/I00FFRICHELED) .



mxm 1 =

50~60°C

00:.25:.00 = :

100ul

1>a osolll

3000 g708:00:30
ELISAFI|E
2.1 IREFLIFIMEEARRICDOEIIMELISAVTILZ1IDBDH L. Vo)L EDTILRILA—ICZy b LE T, READ3MELISA
DI ERAIINTFICREL BEEHLT2~8 COREREICRLET,
22 3MIATITIOTAUEERERZERALTCHERAR (1B THERLUIZERRZS LY MARLET,
REES BERE EFERBISHMLL: 1EHRBBOEE
(ng/mL) FRERRDBE
5 270 MIAFSTTOTA> 990 L
IRAE R MR 10 pL
4 90 1RAEATRS 200 pL 400 pL
3 30 1SR4 200 pL 400 L
2 10 1RAERR3 200 pL 400 pL
1 3.33 1BHEATR2 200 pL 400 L
0 0 0 400 pL
2.3 BIEZERKIOOuULZERY M T3MELISATTILICSETLEY,
o EERRO(LEFRAR
o 1ZHAR1(3.33 ng/mL) ppb
o 1Z#EJAR2(10 ng/mL) ppb
o 2R3 (30 ng/mL) ppb
o IEEEARA (90 ng/mL) ppb
o 1ZEHERKS5(270 ng/mL) ppb
2.4 1ATHELIHHRELI0 Lz ERY S T3MELISATTILICETLEY,

2.5

2.6
2.7

2.8

3M ELISAY)L%Z400 rpmICERE LTcA —ERIL S T —H—TRBEEE (20~25°C) ICT30 27 MEEL £ 7,
CDRTYTHRIF TTILICAN—ZMNT TKFICREZEZRZFHLWTIIE T,

&% M ELISAYTILORNBERE | LE T,

B3MELISAV DL Z MERER TREISHIC LRSI LET FEXRTHRFITZIHR.TL— 2R TICLTRATY 2R
BARICITANSMREDZE LRI L ICT DIV 2SN TR TR R REZR L E T, 1EDEFICOECDOFIR
Z3[EEDE L. GEH4EIRELE T,

1B ATIT7HRPOY P27 — 100 Lz EARY M TE3M ELISADVTILICTE T L &9, 400 rpmICERE LA —EZIL
PI—A—C VI ZRABEEETIOL20MEELE T, CORXTYTRIFTL—MIAN—ZDNF BB TKEITREE T,

5




29 RFYF2.6X2TZEDRLFAR (1) TEFHEIEELET,

2.10 3M XBEERK (TMB) 100 uLZERY M TE3M ELISAYTILISHE T LET,

@@ i =

2.11 400 rpmICRELIcA—EZIIL ST —Ah—T VIl =ZREEETIONEEELE I COXTYTHRIFTL—MMIAN—
ZMMF BRI CKEICHEREET,

2.12 BEHE3MELISAYTILIC3M RISMELEA&RL00 pLzRmin L. 300 A RICRIAE (450 nm) ZAIEL £,

Chromogenic
Substrate Solution

001000 BAERE

HROI

3.1 BREOFENYIISIVREZELFIEET RIEDFHWNE — REBRODTFHIRIE)



mxm 1 =

32 ANGA—EZ—OP ATy IHMEESZHEHTERI > E2—42—VY Iz 7ZAWVWT X8 EISEE Zng/mL (ppb) T\
yEh IS 2 RAZEABROBRNEZTOY T B LICKDIZERIR (IRERR) 2T F 9, ZRZIER (TXRHER)
PHOHIFESHFEATIEIN. T XEEDOREIFXENIFLCEETIEIHDEFE A

3.3 RERHNSBRIFEELZEHLFIEROENMIEng/mL (ppb) T, RICEEDFERBEEZREL TRIREDEERS
T T ZUERIEDRFBIRERN1/100TH D R EIFDIRIFEEH200 ng/mL(ppb)‘CZ’@%%—AL&H&%&@W/&F‘;
200 ng/mL x 100 = 20,000 ng/mL (ppb) . 374520 ug/ mL (ppm) £&D %9,

ﬁfﬁﬁﬁuﬁﬁ
PO HRSAR (LOD) 1&1.1 ng/mL (ppb) T

BRHBER I BFEORRKETEDT SV IREEX P TEZRMERICEETDZIT7 UL VOREREETYS, 1243 K0
#36[EAIE LIciaE O FEEEICBIEXERE (three standard deviations) ZINZ. T DEEEETETD
CTHEHLES,

b. TE=ZRRA(LOQ)IX0.3 ppmTY
ERASFEDRE CTEENICEETIIRAEPICFEETZTLILS VORBERETY,

BIRYE
H17¥E (Intra-Assay Precision) T%CV = <10% N=12
ERBIRFEE (Inter-Assay Precision) | FE39%CV =<10% N=12
HRYSIURERHE

COTYEAERADEZITHYYEANIBERZRH L RERBEICOVWTIEEEREICH LEBRNTTHONE L (R3),
#3.3M YATI77OF1VELISAT Y DR ER IGM,

BI&E RERIGHE (%)
T—EVRH <1%
T—EVRIILY <1%
BLG <1%
WAk e 07 <1%
43 <1%
TSI FvY <1%
ZI3% <1%
hoa—+rvy <1%
0Ol <1%
E3dg <1%
o A <1%
i b b AV | <1%
dA—>727— <1%
ANILITTILITZY <1%
N—EILFvY <1%
TAIX <1%
RALZT Y (+)
YRZ—RI—R <1%
FARLOAR <1%
IVROGHEY <1%
E—rvUiH <1%
E—h>rvy <1%
MDE <1%
EXZ2F A <1%




ARFvIEF <1%
TeTH <1%
dv@EF <1%
IbE <1%
TEOa % <1%
AN=E ) <1%
23 <1%
ExXTURET <1%
<%H <1%
BEXHK

mxm 1 =

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

EERRER ELISA MIKHIE
BT R ERERE NI R R (ELISA),

= an it BA Ko P A &
3M™ EEIZRRER ELISA 1M 2 A FARNFHEEEK (CIP) RAREK IR FiFm. B oML e~ mF
BEERREH,

3M ERRRER ELISA 1R ZRAED ELISA. HFmPFENERRERED SRR KB HERELREBERIETN
BRRENERERN, BIAAERIFEERAR, FINSHRIEYE (HRP) HIMMERERIE, XEEHBITHE
5ZpEaNERRREATREEY. IITE_XPATRG, B3HMI—FEaKY 3,3 ,5,5 -HEREKEKE (TMB) X
N5 R R MFIE S HE. XMERNOEBSRNFRPERMRREBREMRELLZW;EILL, 450 nm B EIIRUERR]
BRGERNFRTERRREANKRE, JBIREREHENRNFRPERRREANE, ZiNEHZEE BRIRER
IR B Al RIEF MBS R R H TR,

3MEERRER ELISA NIAF 2 EHZ I LR ERAFNN L WA RFEREEIFR TER N FERMBIRELAIMITT
AR {E A b= am, 3M R R AL AT, I3, 3§ T 16 an A FALHI 25 AUt G, IR PRE R & ¥ an, 3M 5 KRB BRI AN, MR

HPAE R REN R M m. BRI TAN7S 21T 3M ERERRER ELISA fiAFI=,
3M EREERRER ELISA MR Z R S 96 MM, 105K 1 Frids

= 1 NLFIRE M

1= | g HEIHE =& BREH
BN HAFES" 2
NPT RIFAER)
MM ERREER —NMEER, AEE 96 NEE | AT LAER, £2-8°C TF | EMZHANES KA
ELISA #&5MFL PRI RE LRSI o BEEETIE | FLATFIETMEER,
FIMZEEE | ERMLSFI2Z/ 8RR ER
£ 28, FHETE 2-8°CF
PUEIFIRE M,
AMMERERHRP & | —#R 1.5 mL A 10X iR | | EMEEAIER 7£ 2-8°C T | 10X HABFITEH M
HEF% (10X) L4088 (HRP) HITHUA (10X)o | 1/10, UHIFE IX TIE | HTFME. FIZEEAEERZ 511R
’ \& B REo
< &“A
W EREREES | MEARENEREREN, | BSHELSARES | 28°C A0k M EREREOE
R DTWIRESE. | RERAERMHA BE)
_ BAHERZ HITRIRE,
3M™ FEEER (5X) —i#f 50 mL B9 5X K. EREFEETHR 1/5, | 2-8°C 5X 3M HRARIEE
— LI&IE IX TEA R, HFIEFNE B~ 5i1R
4 \ faE,
3M™ RARR (20X) | —HR 50 mL BY 20X HUATAR. | BER 1/20 LARIE 1X | IX TEARM | 20X 3M A R1ER
T1EAR. 20X AR | RIS R EREER Z B0
REERIIFEMRE | RIEE. IX AR
_ H28C T, |EVESIEEN—AER
BRE,
SM™RERE AR E26 | —HR 120 mL R 4X $REXGR A | R 1/4 LISI&E IX T | IX TOEARA | IX f2ERG AR AN 4X
(4X) Ko 78R, TE(ERHI, 4X 3M 3REVZE | 3M IRENEE AR A
METEARRMAE | PiRkgE&Y | AFISNEEEEEZ 80
50-60°C, ZfEE 2-8°C | RI2E,
To
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MM BEEWER | —M12mL#y3,3 55 -TUR | B LUER. 1E2-8°C Tl |85k, 3M BBRMA
EBEKEE (TMB), H izt AT S A B
3IM™ (E 1A —¥ 12 mL 89 0.3 M FB&o AT LUER. 2-8°C 3M ZLEARIE KNI

FIZEIHAB A Z 7R

M F E PR IZ MR

AEH 103 100 uL WEZEENEES
RE

WEREIRE T2/ ES
ZIRKEEBEFK
MEEERIZENZS
HEIRFIFE RAISEIEZZ A
E BT 28

TERIRH2E
RHKBFIRHIEFIRS
ENIRH23

RE
AP NI, IR FHE T 3M ERRREH ELISA AT 2R BAFHIMEREER. REREREHAS, UEHEEN.
AEE: RRRRIER, MRT RS, ATREERTE ™ ENAZHEN/SH M=K,
AR JTEBEENRRER MRTIRER, JESBM~HiK.

AT RLERFREBRXBKONE, FEEUTED:

o RIEIMTHM X/ ERK/ATWARENENFE,

o AP XIHEENE RN AN E A S T 5190, KRR ETE! 8¢ 1ISO/IEC 17025%
o IAZETINELRERSNE, BIEE AR F 8IS H AP IRFEREEFHIFEE.

o ERRKEM IM FILAR, FEAREHIERTHAMREER.

AT RESRBEERIBXEXF N, BRRHRER5R~mn, HEEUTER:

o FRBEEN~REEFRIEREFME M EREREA ELISA TR,

1 3M ERRRER ELISA N A 2 A TFERNEEE = HEIEE N8 mMIF R o

BT A EHERS mE S PRMN G IERITIN.

S FERGIBIREIUIMITTIL R ER 3M ERERER ELISA MRFIE, 3M BREHEE BN, §ia0, S Fik=aBF
KMHIE G, IRPREER & ¥ i, 3M i REB BRI AL,

AT HESERTERAXKA XL, BeRRER5R~n, HEEUTER:

IR eI B R B2 A1 AR 3M ERIZRRER ELISA 15 &,

$54%7E 20-25°C BY'RE TERA 3M EERR ELISA IR &R 481176 & TIEE R,
BR 7 3M ERRREEATAERTE R,

MREBRARTE, 7€M, EEARKLEEIE LR 3M E&RYARRIXIEH,

AR

PTRBSERFERBXEERIME, 5SS TE:

o HRITGHIREGHMHRRBE M. MES RN Z EIEMATT ELISA 2.

o RERMELWEME LIE M ERERELQINEYURIEFERRXSE,

BEERLEEIERUTHREMES,

BRI mEREXEERNE R, BEA RN IE www.3M.com/foodsafety, 1 AT 51& LAY 3M KR I F HEHEE R LIRS
#Bh,

RPSE
FAP S SR AAE A RO AAN IS B EIIARAIAOME www.3M.com/foodsafety SUEXRIE L) 3M ARSLEHE, UT
RESER.
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IEYNFRE B BTSN 75 Z—8, 1SNE BRI RERMME R (EZF0N TS AR, SHINREIRMIMBER QB 7555 87
. FmbE OENSSRERA) BEAIEETINER. BmiFmA S ISR mER.

R RTEEEN A mEY, M B1THA TN E %S0 Mt T, B RAmERIICN G A S AP RRE.
BAENBTATREERMCNS ZNERTSHE P NENEHNER,

EFFERNGZE—1, £REMA 3M RRREFmiFENER, A MRIERRERTIEFHNRE,

RIEPR /A PR+ R

BRAFS N mE RN A RFRIEE 2 BBIHA A, 3M SiFTE ARSI RIL M R R AR, BEERRTERME S GRMEE
FERIRIE. WMSRIERA{ES 3M Ran R £/ mFERRE, 3M SERIE HE A LU T BT E MR ER S N~ miE TR
Mo XEERR T IH X EMIRITHIBRTT R BRI R I mAPFEEAIPISRERFERY 60 RAILELER] 3M, H %~ miE
®45 3M, IEEEEE P ARSS 30T (1-800-328-1671 X£E) SEX R LN 3M BmREE B RRLEIRFREREN.

3M S EFRY
3M ASEHRKR R E AR, TICEMBNRE R B, B . BASMEEER, EFERRTFBHR K RIEEAEFE
1€ 3M XFTIS TR ERFE B MBS (I R Al BB 7~ A L1 1%

FHEHFE

£ 2-8°C TFfEFrA 3M ERZRREH ELISA A FIZEREY. 157070k RIER 1 FridFERRE TIEE R,
ARSI B2 G 3M EFMRRES ELISA KN FI 2 A, SHI B EINAL S ERAE S ERIMIBITRE L,
RIEIT St X/ E R/ TUAVENEIF B

fERiEA
FAREREFIE N TN, TaES BT AN R,
S

AR, KR RFIE TR (20-25°C) T EAEANKEESREHRREMNFE ISR,
a. 3MIEEVEHR
EEFE IXRIREHPR, AIN—5 3M IZEE PR (4X) HFTEZ DB FRREBKPHR TERAR, EAATHR7E

b. 3MEEAR
EEHE IXHRAR, B0 3M HRRK (5X) AMEIEGEBFKIEEBKP BMHFREHFTE 45 mL B IXTFHE

BRo

c. 3MWEARR
EEHIE DXOPEAR, F—1% 3M B5AR (20X) 703 19 BB FKFEIEK, 1 3MELISA R MFLEE KL 2.5
mL B 1X H5E K.
7 WIFAETE 2-8°C AT, 3M AEIATR (20X) A RES TR &1, BB AR RN, TEFIE AR (1X) Z 8, AT
FEFEIE 3M REATR (20X) Fi#E 30-35°C,

d. 3MERER HRP 47!

EHEHE IX ERESR HRP HITH, AN—1 3M EEER HRP HIEF (10X) H7E 9 147 IX BB RTHER, T ERE
FBRIHE. 81 3M ELISA#UFLFE 100 uL B9 1X ERIZRR HRP HAEH,

B oS

11 RIER 2 MR E N ER RN EPFIERTELRRAFm.
®2 rmblE

HmER HmA W& (1/10)

Efx R 0.5%0.02¢g A0 4.5 = 0.09 mL BT 1X IRENEE HR
BRI E 0.5+ 0.01mL | #H04.5 £ 0.09 mL BFAH 1X 3REVEE AR
LSS (CIP) RoORE K 0.5 0.01mL |#h04.5 £ 0.09 mL BT 1X $2ENEE AR




@0 (EEH) i lj

ISHTY
L7 B -
05, o
oo 4.5 mL1X

Extraction buffer

0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

i =
cIp ] L
—

/ =4

0.5 ml 4.5 mL 1X
Extraction buffer

1.2 £ 50-60°C FR#HHENHmE TIRZKAHIRHIEFETIEST 25 £ 1 28, Z—MERE, £ 50-60°C TRHEFRET
IKBIEFFER, H SR 5 D HFER 1 D

1.3 1%5%/F, 7 5000-7000 rpm (3000 x g) TAB O IER 20 2 30 75, LIZRIHALEK, SR+ mIE X EZRFIE 5 7.
1.4 MHR{E] (OK) RUYREE 100 pL HISELZRINE] 900 pL FIFREAR (1X) . AilERik 77 HIER USRS (XNE TR
a1 MY 1/100 FEREK.) o

50-60°C
00.25:00

00:05:00

100yl

3000g / 00:0030
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ELISA 2%

2.1 AT F@M/ERERE—D 3M ELISA #NFL, A NFALE TN 2R H, RRFERRY 3M ELISA #IFL K [E5E
TERP, EFREHFHME 2-8°C TEE,

2.2 f£M 3M BEREREORERERESHERTHRAR (1X) PR—A R BFEY,
EMRES R R RINF 1X HERDPAIREETR 1IX #HREBRAERR
(ng/mL)
5 270 10 uL B9 3M EFEREAINE 990 pL
IR
4 90 200 plL BOFEMIRS 5 400 pL
3 30 200 pL (AR ERS 4 400 uL
2 10 200 plL BOFEMRS 3 400 pL
1 3.33 200 plL BOREMRS 2 400 uL
0 0 0 400 pL

2.3 FEEFR 100 uL NEMHTREYHETEE 3M ELISA #2NFLH,

A 0 (IX BRAR)
FREY) 1(3.33 ng/mL) ppb
FREH 2 (10 ng/mL) ppb
FRAEY 3 (30 ng/mL) ppb
FRAEYD 4 (90 ng/mL) ppb
FRAEYD 5 (270 ng/mL) ppb

2.4 FEER 100 uL 7£ 1.4 PHIEEF RIREUWIATE R 3M ELISA FFLH,

2.5 FEIFERET (20-25°C), ¥ 3M ELISA 1 MFLE Fi& 4 400 rpm BIEIIRH2H 30 + 2 950, FIESBHIENILE
EHF R K ELSIEE R,

2.6 IEFEG, % 3M ELISA #NFLBI RS Y.

2.7 fER X ASTARR 3M ELISA #2ilIFL e e Fe i ko NRFahstiT A%, AIENIXH FHEATYRE/ B ZIEM A
B, FTERKE _ERIZUBE ML, UEBRAE R ARA R EENDE=IR, —HARIR,

2.8 FEEFR 100 pL B9 1X EEER HRP HIE5FI4%5EE 3M ELISA 1NFLH, EFREE T, BF 1879 400 rpm BYEH
g 10 = 2 D80 D BRRFMNIR A EE B HERFTKT,

29 FESE 2.6 M 2.7 LBEFERAAAR (1X) STR S HITR 5%,

2.10 FEEFR 100 pL B9 3M 2 EERYAR (TMB) E#EIE 3M ELISA 1 FLA,

2.11 EHIERET, ETi&7 400 rpm BEMIRH23H 10 580, EILLFZBHRREML S SE B HRIFT KT,
2.12 BB E, A& 3M ELISA #MFLAZRIN 100 pL B9 3M F1EARFE 30 D NHRERUE (£ 450 nm BY) o

1 )] \ \
C \

- =

@
1

100y

MQ

1X Diluent

(
|
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100pL \ Tl
i _E(_ 100pL
i ESs
- P /\\\ o A 450 nm
Ch i . \ c
Sul;‘:?:aotge; t;(l:ution - gzlj C

001000/ RRE

HROHM
3.1 BESMEENTYERE (BB TREBERRBBEETE 0 TR ERIE.)

3.2 (FREEBEMUSEHEZIEMEINSHNTENIRG, @iZ7E x 3 ELFRE (B4 ng/mL (ppb)) HE vy i E4HE&NMER
BRI SR AR R 4R BRI ER M ZI (TR A12) SiEMBEING B2, XEINESHEIRINESHEE
B

3.3 MInEREITEERRE, SR 24602 ng/mL (ppb). A, RLUIFGRHERRE, FRRBEFERIVKRE, §i0,
WMRHFRNEHER 1/100, #F BiRELITENERKRER 200 ng/mL (ppb), IR&EFRRER
200 ng/mL x 100 = 20,000 ng/mL (ppb), BP 20 ug/mL (ppm)o.

a1 EEIFIE

a. OHIQMIRE (LOD) 2 1.1 ng/mL (ppb)

MR HIE X A NERPEIHENRIEKE, REREXNRE, 7 iEEEMRKEX G HieNERMEETSSHF
e BT = MIERES =7/ R NE 0 EEMNTIYNEEEMEINHITEER R E RAE LIRS,

b. E=REHI(LOQ)Z 0.3 ppm

EEZMRBIE X AENEFRPIHENRIEKE, SEREXNKE, FeeEisEREKESEEET MR,

BE
HRBE TF15 %CV = <10% N=12
HLIEEEE 4 %CV = <10% N=12




R R R
FEMRFRIRG EHRRE A HEH R R R R AT (R 3)

& 3. 3M EFRREEH ELISA NIAFIZN R R 1%,

M R R %
o e ) <1%
1A <1%
B-FIXEH <1%
FIRER <1%
43 <1%
ErER <1%
FEM <1%
EES <1%
j=3d <1%
EEg <1%
F# <1%
14Ty <1%
EXK#H <1%
a/NEER <1%
T <1%
=1 <1%
BEEER (+)
TTRHF <1%
IREMEH <1%
I IEE <1%
LM <1%
EABK <1%
WF <1%
FOR# <1%
N <1%
R0 <1%
Z KT <1%
4F <1%
=R <1%
KZ#H <1%
g3 <1%
X <1%
%k <1%

@ Gz i =
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SEZE
1.

EZERRARLEEER. EE(BFMELHLE) (Code of Federal Regulations) 55 21 &, 55 58 Zh493, IEIGFRL REE
ERFIE.
ISO/IEC 17025, AAFIF EFRRICE FESI A —ARE K,

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 ) , ff{® M: EE2B¥IHUR ELISA 57589
WIFER : tXIESMREMIE. J. AOAC Int. 93, 442-450,

fFSi5BA
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ALLULUINS TDITUHANAUN

aanadau ELISA as213rin1dsfuainuunniiaiiia

n1sIndaunaauaNuusatdastuumamailnd laswi (ELISA) d11sunisitasisvdaniatidsfuuasuunniatiia

sngazidgananAanuazinalssdennislaeiu
3M™ gianaday ELISA asr3aunTussiunanunaaaiisaanuuuuiinansidaduldsiuasiuaniiaiia luliiavganiauainig
Vinauaratauuy lunaagudiu (CIP) o NnAuNIInavwinaay #uaauluainis wasnandumnaivisulsgl

aaa

3M ganagay ELISA asravnTusfiuarnuuaanadio’le ELISA unuuaude TUsfiuauasunnaadoiiogludiagtvasvindjasen
ﬁuuauﬁuaﬁaﬁmeﬁm%mmﬂmmLi’|f;lfﬁoﬂwﬁ’uﬁﬁﬁuﬁ’mawauwaﬁalm%uiﬂﬂi”lmma%uz;’; ndvaniawTusiui ludainie
aanuad waudvafismizdmsuunaaadisiirauginedugasausadsilaseanding (HRP) a¢ nmmuao”l,ﬂ uaumuaﬁﬁﬁmamﬂ
autawlgimaniiaznagiiudslsnauiddauduTUsfuaasunaaafoidanisnaunii udvaindunaunisarsnseiaa
nSNd1T1As RN, 3,3 5,5 -ansviunaluugiu (TMB) sz‘lwm‘swwmauieﬁumﬂﬂLmznuawTueﬁa‘smum ASWEIUIUNE
mnﬂﬁﬁ%mﬁnﬁm*ﬁaqﬁuLauvlsrjﬂﬁuﬂm’u‘fmﬂmqﬁummLiu‘ﬂu‘naﬂﬂsﬁuuuﬂmLmﬁﬂ‘luﬁaadwﬁmmaau gariu Ansgandn
7 450 U TUAS :1\1Lﬂumm'mL‘uu‘uu‘uaﬂﬂ=smu,|,mﬂmmeuw'm'lm‘l,um'saﬂ'mmmaau 1J‘smm‘uaoiﬂ=smuummmmu‘lumam\1

NAFaUFEINITOUNNLTA &I‘]Jﬂ‘lJLﬁuTﬂ\‘lN’]Gl‘Sﬁ’]u maiﬂwumﬂmm‘smummm’mmumummm LLa“ﬂ’i']_l MINN5LFa9 VIR f;l’]\"l

3M aganadau ELISA astavTusfuannuuaatafisaanuuusniiialalugdnimuinaauaslfifinnsInaganuignisi lasu
msﬂﬂausuﬁﬁummﬁﬂﬁaqﬂﬁﬁﬁms 3M il’ﬂ”laivlo;ﬁmviﬁLaﬂmiLﬁ'mﬁ’umi‘l‘i}wﬁmﬁmfﬁf{‘lua‘mmunﬁuﬁu 9 UANAIMNANFIUNTTU
amsv3aldaviiu fadtaa 3M delilneananasiiuafunansaunidmiunisnedausiagen dhatnsaiadians
fratnanaaiin wdasauufafudad 3M aanaday ELISA asravnTlsfiuanunaanadiodelalavinnasussiudy
naAnANaIMNS nsraunsulssanng uassalisunisnadaufiiul laviauue

3M aanadau ELISA ssranildsfiuannuuaaaiilscnauaie 96 vigu anunaduialunisiei 1

»15191 1 drulsznavsavganaday

518115 N153UN N15IALASLN ASAUSNYT | ALAAS
(as1uazdanludu
msm%uuﬁ'\m)
3M™ wigu ELISA 1 gewlawa aslsznaumuwan | wsandaeiu 2-8°C ‘luqv Fadinivlasaiussg
asrv TUsfiuanuNe | ndauuaudvadiuuunanla 96 Wapaiida NANUALENITAAAINEU
ANaLle nau wsanfuasge | Aelalalaviu Sauu
AN ﬁaquﬁ 2-8°C iia
FnEANETU5IUDY
TUNRNADIE VIR
naday
3M™ mauqing HRP | waudivad (10X) inauginad 132979 1/10 viuinau [ 2-8°C luiifia | Aaugine 10X fianu
aavunanadis (10X) | vdasausadsilasaandiad Lanuitarinnla Wd@hasauiviununang
) | (HRP) 10X 2u1a 1.5 wa. with | @rsazanadmsula VNYANAFOL
l’ & ) s | | p2aunn U 1X
3M™ 1irgannsgu Tﬂ‘smu‘nmuuﬂmmmwmm Tlsagnsin3audns 2-8°C vuua | 3M treunasgiuTys
TUsfuvasuuaniadly | mnsauauniainung wnsglusdusasdu | ude Auaaaiuaa Ll
naw ELISA AMULATETIUTITU
_ VUt UNAANAFL
3M™ grsinniBaan | @15vinlindaats 5X auim 50 1323719 1/5 viufinau 2-8°C 3M @sazatavinluida
(5X) ua. itvwaa Laruiavinlila 19 5X dAnuidiies

d19ararudiisula AUTIUNUADIEUDIAA




@0 (amlng ) ﬁ H

3M™ Frsararuadniy | dsararadimsulaany 20X 130379 1/20 Wavin 2-8°C &5y | 3M dsavargdimiula
larav (20X) Au1n 50 Na. uiln dsazanadmsuly mid1sazane | a9 20X daduddies
U 1X RV NG AUMNTUNUADE VAN

91X ag AANAFEaU d15azany
I HRICTG I disularany 1X |
wavgngazaty | Anuddiasidutan

_ dAusuleas | eguasuiedlaiv
20X NANINNNTLRZTUN

3M™ tiWlilasnisada | TWinasnisdaia 4X auia 120 | @019 1/4 tiavin 2-8°C d sy | iiasnnsaiia 1X

E26 (4X) ua. witvana dsaranudmsulaeiu [ivansarans | uar 3M fiinasnns

1X d19azaradusule | dusulau | d8de 4X Jauiddios
MuUAITUINIaUA 50- | 1X wazuiian AUTNTUNUADEY VIR

60°C naulau 3M tiWas naday
A15dnn 4X

3M™ Frsazatgeau | 3,3,5,5-ensziuialuugin wsaulaeu 2-8°C lundfia | davAaulunwuannuds
TasTuRiln (TMB) 21116 12 ua. wilvaa 3M d@15aza1E096

ulasiniinlu

VNAANAFDU
3M™ F1sazatgdinsy | naadanaan 0.3 M auim 12 Weaulaeu 2-8°C 3M d15azagdinsu
laviem ua. wilvwa lanegafiniuidiios

AUHTUNNAD Y UDIA R

aunsauilufivnluge laun:

fulauasiilaiianuuaugrdndunisifiuans 10 & 100 ulasans

NaANAADY

Lﬂsaoa’m/m5aqmmuwumm=§tamwﬁa

u’maumau’mmﬂiaaau

Lﬂ5aoarﬁul,mua'1vw155aﬂ\1|fna . 5 .
alnsaudmsulalunasdfiifinisaiianie g dusunraedauinauaraisazatainivias
UIMNIFULIAN

Lﬂsmwaummuuwuu';u

a’mmmuc&mamunmmumewsamuqu \auuuaen

LAFDILTLIFITUUIFIL

P RIGIELI Y1)
Wlrarau vinauwn 1 wardfifnuvayaniuainudaandamivua ludiuusing1msy 3M ganadau ELISA as1au 156
NuuAnaLe lAuALunitauaNlaaasgil hdmsulaavdeluauinaa

A dndiau:  udavdaaunisaiiduduasta Govnlundniday ananaluiinnisildadinnsan1suialduguusiuaz/vsannuis
MLRININLFU

aadune:  scudarunisanatadudunsia vinlundniday ananalulinainudauiananinadu

A Afaun

o

l,waaﬂm‘ml,ﬁu\mmmmaanumséuwamsmu msﬂg LiReil

o fdaiveusuiouuaznnsgiuandinasu/masdu/ninia/lsuanaluilagiiu

o lenavilnavsuuaainsaavauifsifumaianisnagauiiviizanduiagiiu fraiueu uumelunisUfidideasmay
Ufj1ifin1s (Good Laboratory Practices) 1%a ISO/IEC 170252

. ﬂf]ﬁﬁmuLmeN‘lumﬁﬂf]ﬁﬁmummﬂaamﬁu‘uawaqﬂgumm5mm5§1maua sauiivnsdngalasiudsiaiivazalngo
YavAuarianiinnzanluansidanisiuine
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e uANAvaLNMAMINENRERY 3M d1saranadmiulavan gandistayaniulaaadudiuvayaniuaiulaaadaiiy
AN

Aruunitinanadsaiardunanisimsisiunuaulaanitldgnslassndnsuniinisthuiauaanu:

e  daufiu 3M ganadau ELISA astavnTdsiiuanuuaaadaniuiiszy 1 luussasamuazluduuninnislaundasomn

e la 3M ganadau ELISA astavTUsiuannuuaaafisdmsuansuassitasnluduinaaniiniunisnsiadanain
WguMelurdaniguaniad

° ﬂ;‘]ﬁﬁmm:tﬁuumiLLazﬂ"ﬁLﬁum‘smmaauﬁoﬁizu'l’;aﬂ"\q‘ﬁ’mmu‘lumuu:mm‘s‘l‘ﬁmuwﬁmﬁmeﬁ

e 3M delladavinanasiienfunisle 3M aavadau ELISA asravnnTdsiiuarnuuaniaidaluandvngsudu q uanain
ANEIMNTINAIMNTUEALAGEIRN fatnuzu 3M fuli laaanianadsiierfundnfaumidsunisnagaudiageen §1aeny
LA3avEaNN Flau N IAATN wEadaLAEIfude)

Auusiniaananudsaiardunan lugneasusudivin Wgnislassnansauminisduidauaan:

e la 3M ganadau ELISA astavTusiuannuuaatafisnauiunuaatsgiaua

o Jaumduuarsararudmsulaulaslmiteauausay 3M ganegay ELISA astavnTusfiuainuuaaiadofaamnl
20-25°C dua

e vmuzudy 3M rennsguTsfuvasunaaaie

e wlzu windsararusvaulasuainuasududiindu Uitaauuumivlunisdfiafiaeesasnfianis’ iandn
Eevnistwdauanuwas 3M drsazarusenulasuiaiin

aadILN/

a va o

WaanaAudavainwanisnadauii lugnmas ArsdAtidevil

e  AuETusVavARENNUANINNNITENRLIN T Talsuliu Aadsvindiusau ELISA Miuiindesannnisdnnaiaagie

e 3an15 3M F1sunnssiuldsfvaavunanalioaiuuuanelunisufifnsduasvasliinnst tiadavAaunisduidausnu
ADIAIDEN

gnuilandsvuayaniuAulaandauaITEnUINADINITNTTUUDYALANLAN

winaasnistayatfanuandsdscdnaninnandousn Tusaiun Ay laaaasis1i www.3M.com/foodsafety aafinnagiiunu
V31N 3M u3asmunudmuiglunaviu

ANMNSUAATauUaIK 1T
wlaraznavvinanunlalugiianislaviunanfuniasuayalAaINUNAA N UINADINITUBYALANIGN dusatdanauiiulaen
a3 laiwww.3M.com/foodsafety, wi3afinnafiununiandndrviuig 3M TununuaIniIu

Taglaisnisnadauniualunisitasizriainiis wnanoni1snadaulsdinananan1snadaunie N15laanIEnagaur
navdnufivTadeane § Na1vdinananan1snadal LU A5N13§UAIAEN ABN1TNAFAL ATN5IATLUAIDELIN N1SIANITAILAN
wazmaiinuavvavifiifinisniatanssnunananisnadau’la A1a1115109Aa19cdINANINANITNAFDLLTUAL

wlafiunNnidanisnisnadauniandnnauanile q ndscsdindruiudmagnnuisdunazinluisnisnadaunidanlinseanu
tnounuavn 1y

v v
=1

uananil ylavseavsuRaraulunisidanisnisnadaviaznadansy lalviduliauaadinuauasgnaiilazuavyINEIFUAN

B

uRfUAEn1snadauiu q nadnsiilaannnislanandumaas 3M Food Safety lafinu LilasulssAuiinaninaas
wadngudadunauiilanagay

aagrdnuavnissulseAu/nrsoamaauuusiin

3M Uitdsnissulseiuranuarivagidauauaz Tnets saudoua lsAaiain1ssulseiula 4 Gsanuannsalunissvune
‘w%ammmmvauﬁm%umﬁ‘lsﬁmuimLQW% LﬁuLLGi:aJlﬁa%mﬂ‘l,';aa'm‘fi’mLLfSa‘luémms%uﬂ5~ﬁuttuuﬁwﬁmuuussaﬁmeﬁ‘nao
nanfuMuaazdu vnuansaunla 9 lunan 3M Food Safety fidnvfiunwsay U3 3M wsammmwmumimuaummmm
uswmu‘lsﬁmauwuwamu‘lumswmsmwLﬂaﬂuLmuwamnmmmaﬂuwumNamnmmmnma uazdaiiuniseaiaaiiiavasny
Weaniin onfeaunnsasiaanuEariafuauaT MuAaILAYAUNIe 3M n1elu 60 Fu uasvinnisAudua i@ el
3M TUsaTnshnnaununu3nisgnan (1-800-328-1671 luausgawsn) wiasunuiidunivnisuasununnidnioaianinm
Uaaafuuasannis usim 3M lulsumaAuaswiu iiauadndaAunansom
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WaINNAAIMNSURATaVUAY 3M

3M rlusuRaraunanIsgaRanaaaMUEaugla § Nleansy Taaaan ANuaiaIwIsilinduLiiavInnsRAN YN
vaanuluwaduiilae srufivua ludndauiavnisgaudanani’ls ausuRarauuainiy 3M lunnguuiaazaas luAusiauas
WARAUNNLFUuIaunnsay lunsdile q Anau

A1SLALSABILAZANSANIA
JaAUFINT59 U 3M anadau ELISA asravildsfiuanuuaaiafianaauunll 2-8°C wanugudy datAvudisazaradinsu’la
NuUNFaLaInunadulaluni519n 1

aav lulrdiulsznay 3M ganaday ELISA as73u1TUsfiuanuuaniailianayaniunviunaig TUniaafguasuinglaudanas
waad luuaaInATUUaNUaINaY

AdavaNsudsularuinsgIuandIvinssu/maviu/ninia/dsundluilagiiv

v
Auz1n1s1Eu
UFftidaudLusivvuaaaNazidaasauaay winluldfisieuiu a1luwan lugnaaaiuudlle

v
NISLAFUNUIEN
Uningminunaanut inanuniiviay (20-25°C) naulau lanirusdmsulalunasdfiiinisndzaindmsuidaanazdntiu
dsazanad syl

A.  3MiWwasnisdna

Tunswzaniiinasnisaia 1X Tidin 3M tiWinasnisaia (4X) wilvdiu uazidaavluliinduniatiinuda laaauau
du auivasnisdia (1X) anruiuiivanunil 50-60°C Tuatninaiuauaugivdaguiiwividauuuinainan e
Aatvunaraunavlaininasnisdia 1X auia 4.5 ua.

a. 3M d1sazaravinluiiaae

TunaesangIsaralgyinnidaany 1X en 3M d151i1 113019 (5X) uilidiun avluliinaundavinuda loaaudaiu
Aagunaraunaylrd1sazaruviniiaare 1X auin 4.5 ua. MInua

A.  3M drsazaradnsulaany

Tunsedanasarargainiulaany 1X udu 3M d1sazatadiisu’laaie (20X) nilvdru avluiinauviatnnudn lasauw
19 d7u 1iqu 3M ELISA unazuauaadladisazantadivisulaaie 1X auin 2.5 ua. Tagilszunn

vuname: 813dn1stiandniu 3M d1sarargdsulaans (20X) Watdusnurlinauunil 2-8°C lunisaratawdn viau
3M d1sazanadniuiaaiy (20X) aufivaunnil 30-35°C luawiiaiuauanunivdaguuinizidanaunisiniaudisazay
amsulaav (1X)

9.  3M mauzwna HRP wasuuanaLiis

Tunsnzanmauging HRP wavuuaaiadia 1X Tiin 3M aauging HRP aasunaaaiiis (10X) uitvdiu uaziiaaelu
d1sazanarinluidaay 1X ludduaa 9 dmu in3suiuiinaulaeiu vau 3M ELISA unasviquaavlamauging HRP wad
unaA ALy 1X auin 100 Tulasans

A1SLASHENAIDELN
NUNELVR: AaaNVNUNaAsaIdAaaainiasni1sdAn 1X Nauanuuinalauivaunnil 50-60°C
1.1 w3ausmagdnsunisdnallsinlunaaaneaatndzainvizanaaanaaaiuulawalinvainiaduie i luns1i 2

M1597 2 NISEBLNGIDLY

WA3NTAIa819 auInlag | n1stdaae (1/10)

ARV REIICIN 0.5+0.02n. WatiWiasnasdadia 1X ﬁa:uzi'awﬁmav'm aun 4.5 + 0.09
ua.

MUY 05+0.01ua. | hutiwiasnisddn 1X Aigualsmuiua auin 4.5 + 0.09
ua.

‘LEW5'10z{mﬁw‘ummsﬁ'\mmazmmLLuu‘lai 0.5+ 0.01 ua. Wintiimasnsadia 1X ﬁéué’;mﬁ’mé’; aun 4.5 + 0.09

nanduUaIU (CIP) ua.




DIV
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FIRNINZ I
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CIP
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1

0.5 mL
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=

-

4.5 mL1X
Extraction buffer

4.5 mL1X
Extraction buffer

4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2

1.3

1.4
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'uuLW'\”L‘namatmmLaamqLLa'J‘l,uaNmﬂ'mmJamnﬂuLL]JLIL‘JJmwsamuul.wm,l.‘ﬁauum‘nmmamwnu 50-60°C (funan 25
+1 Ui anmmaanﬂaﬂaaﬂmamo”b‘lu.a’mmmnﬂuamuﬂwsamuumevﬁamamwnu 50-60°C waztagiaafiauian
1uinn 9 5uii

WAVINNATITUUWITLT LA MUIUILIFIa87N 5000-7000 sausnauwiil (3000 x A.) tulian 20 v 30 Fulii tialuaunia
Juidunauniatasalunnaznauluiian 5 uiiluazinsilanaaannaay

1A 100 lulAsans31nseaunany (Usenauaiaiin) wadtfinasluaisazaravinluidaaie (1X) auia 900 luTasans vyuiu
vialaianaN T (F99em1Auni1513a379 1/100 aavaiaaNL@n)

50-60°C
00:25:80

o

DD 85 DD

vsa

3000 n. / 00:00:30
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afly’umau ELISA

2.1 aviqu 3M ELISA aanuilaniquaafiadNilay/15ad15u10951u a7 9mau 1 luna1aviau iavau 3M ELISA 7lulalas
AuAulluganasa Fasuanitnaullifunannai 2-8°C
2.2 lunsla SM™ ngnasgiuldsfivaavinaaaiiia luaniougisuiasgiunivuiaiiiaauarludisazanavinludaa
(1X) wilvaa
NNILLAVNINGF U ANUNVUNINTFIU UsurnsuavdrsuInsguntean | dsuinsauasdisazaavinlv
(w1 Tunsu/ua.) avlud1svinluidaae 1X 132319 1X
5 270 3M vnaunasguldsiuaas 990 uTAsans
wnaAaLie 10 TN1As8m5
4 90 F1FUINTFIUNNIEAY 5 YUIR 400 lulasans
200 l1Asans
3 30 F1TUNNTFIUNNIELULAY 4 YUR 400 1nsans
200 Tu1Asans
2 10 #1501R5FUNUNUEY 3 YUIA 400 lulms8ns
200 1n1A9ans
1 3.33 A1501M5FIUNUNULEY 2 YUIA 400 15805
200 1Asans
0 0 0 400 1nsans
2.3 fluladsuiasgruusnazaiia 100 ulasansasluniau 3M ELISA
e d1umsgu 0 (msavmum‘lmqamq 1X)
e &15u195571 1 (3.33 u1Tunsu/ua. ) mumawumumu
e 151195571 2 (10 w1 Tunsu/ua.) mumawumumu
e  d15u19557U 3 (30 u1Tun3u/ua.) mumawumumu
e 150195571 4 (90 u1Tunsu/ua.) mumawumumu
e &19N19551U 5 (270 unTun3N/UA.) FUADRUAUEIU
2.4 fulaghaswitddauanaionliluza 1.4 100 luTasansaslunas 3M ELISA
2.5 unwszidavian 3M ELISA luia3adiuanansuuisiuiiaeanii 400 saunaundt fiacungfivias (20-25°C) iluinan 30 + 2
urt Asaunan luassnsseiu o lussuufioriuluszuindusaniiiadasiunissame
2.6 VAIRNNTUVULINIELTD QadIUa9Iiau 3M ELISA
2.7 Hunau 3M ELISA upazvaulvsuaisdisazatgdmsulaany 1X uazgaaan invinnisaaloiia Iunduaiuinaniian
w/lgndsivasludvase uasiaisuauasNgIaisItunssasduiiaudndisazatadmsulaannanaiy vinddunauil
FNAFNDANINUNATASI
2.8 flulaaaugina HRP aavuuaaalia 1X auia 100 lulasdnsaslungu 3M ELISA uaazuau unnwisidaluindavingn
d15UU291UNATN 400 saumaulil Naauunivaaiuan 10 £ 2 uril asauvaulluniiauassnuilvaglussauifianu
s dunauil
2.9 vinggunaui 2.6 war 2.7 iinaluanasunivuadasvaladisararsdinsuilaans (1X)

2.10 s 3M dsazarasaulastuaiin (TMB) auia 100 luTasansaslunas 3M ELISA unasvax

2.11 vumnzEalwasaviuenasiulsuideandt 400 saunaundi mamwnwa\nﬂunm 10 w1 ﬂ‘iauwau‘h‘l,uﬁ"muax%ﬂm

oy lussiudartussuivdunaui

2.12 iavsnnisuuiniztda Iidin 3M dsazaradmduiavian auia 100 lulasansaslungu 3M ELISA waasvqu

HAINANSUINIFRANA (11 450 urTuuns) Analu 30 ulni
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00:30:00/acumnfivias

0010:00/anumaivias

100pL \
/_\‘
s

Chromogenic
Substrate Solution

DD:]D:DD/amwni‘lﬁm

3M stop
Solution

AN5ILASILUINAR

3.1 WnAINUURAIAALVAIFIDLNUAREAIDEY (AN IaUaIN1SANAULAREUDIAIDEINALAITIATU LAUDINSAANAULR AL

VAIAFULNINTFIU)

3.2 leaanausraninasfidunsadsanlsudulaladdfnauuudnisfitnas dsradulaannsgiulnanisndanaim
wnwuun TunSu/Aadans (FIunaRuaiudin) vuunu X uazainisganauiiannlaausnsuinssiufidannaasiuunas
Fauuunu Y uanainit analar@udsuiduTrammuindusdiuday (funisindsaas) wiadulavau q o agnelsinudiudsy
WuTavmantiuanaluaayafiuiugiasnin
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3.3 muammmmwmwﬂmmamqmmauimmmmu umﬁ‘uaowaaw'ﬁﬂauﬁunwma (mumawumumu) niiu grumedh
U1522IN5IFaN9aLRENS WAL TULIFIDLIRN Gt wmmﬁmamqmumsnmmamma 1/100 uaw
AN TUTAIFIDENIVANAUTAINATFIUNNTL 200 UNTUNFU/AA. (FIUABRUATUEIL) AIUITUUVDIGTIDLWFANIELAY
WAL 200 u1TunFu/AE. x 100 = 20,000 u1Tundu/aa. (@usaiuaiudin) Ganafu 20 ulasndu/ua. (@runaaiudin)

ALANHAUSUURA
n.  Ysunasinganiesizw’la (LOD) mnAu 1.1 unTunsu/ua. (frusaiuaiugiu)

UEnrasinganasranundriuaduauanaustgauavsdisnaniunlusiagnnadaunginisadiiunaingiaaen ludl
dsdia o szauaulu il landviue® deimualaanistinaiidaviuuninsgiuauaiasluainugunatsuasas
AULNINTFILEFWTFUNNAT LASNITATUIUAMNLDNDUNLA LIV

2.  Usnnadigandiuisasisvuandusiaa (LOQ) midu 0.3 dunaaiudiu

ﬂﬁmmmamwmmsmﬁﬂmumtﬂumLa‘nmwumﬂus ﬂumﬁﬂﬂ‘lla\iﬂ’]‘iﬂaﬂllLLW‘LLLG’I’JEIU’NVWIQHSUVIE’HJJ’]iﬂ‘iﬁ&l\‘ﬂul'ﬂu
AAT O 5:ﬂummuuummmwum3

AULULUUEN
AMuLuENN1EluaNs Al LRSI AaAY %CV = <10% N=12
AMULAUENS N ENSALTALASIEN Aadl %CV = <10% N=12

v v
‘I.IﬂHﬂQ’llW’l"lla ﬂg]n 24719
fanadaviifiaudmnsfuTusfuzasmaniadly tasniunsnadaulfAseuuiudiaanaiani 4 uad (15197 3)

M5 3 UHAsanuueas 3M ganaday ELISA asranunTdsiuanuuaaaiiie

faavunsna % UAAZa1IY
ulvdanaua <1 %
unSanaun <1 %
BLG <1 %
LAgUINID <1 %
unTuiu <1 %
fausga <1 %
utlotiadn <1 %
U NRUNIUA <1 %
duany <1 %
dan'ln <1%
utlingwsn <1 %
nen <1%
w7 v <1%
WIMAaYRUIINUAI <1%
LErain <1 %
faun <1 %
funaaaie (+)
WEATANNSA <1%
TaTafinmaun <1%
frdunnaia <1 %
utlhdasy <1 %
ALLAL <1%
LARFU <1%




wlfingTe <1%
waawnnas <1%
noLLTaa <1 %
AR <1%
na <1 %
wilvarasiiu <1%
wlvdindas <1%
uNAINADY <1%
WAAMIUREIU <1%
7281n <1 %
sﬁauaéwﬁa
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1. U.S. Food and Drug Administration. Code of Federal Regulations, title 21, part 58. Good Laboratory Practices for

Nonclinical Laboratory Studies.

2. ISO/IEC 17025. General requirements for the competence of testing and calibration laboratories.
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Of7Ciojor CHE ELISA 7 E
op7ciojot ChE Hd -E—é*.% SIst A HE A
HE Mo 2

3M™ EIHH:HIIIOr EHE ELISA 7| E= MAR2] ME(CIP) 2|5 d==, FHE HE AR, AF &
l:|-|:|H7EIo 7-I '6".7' | H O|-E|01 |_||:|-.

3M Of7tetofor S A ELISA 7| E= MES|X| ELISAE ZEYLICH Al=0f| )= Ot7tctojor T E o] E2|AE[R 0|3 FE
AlZEe| BHO| °**5| gotgtetofor ga et HHSRLICH MM S Soll B2 e S E S MAHSHH AXtEatitete 4 (HRP)2t

[= R Lo d =d —
ZetE opFtotofor A7) =7HELICE o= et 24 BX| ehAf|= ool ZgtEl Ot7tCio|otr T E DL ehH| S A E 4T,
T B MA A =, 2 J|ZQ13,3,5,5'-H ECHHEHIX|E(TMB)S @M HA SAH|of Zetel 247t AEELICH 0] 24
”._fco’QE QU L2 Al S HEl A|Z2| OFFICIO|OF B A S0 U2t ME M o= HEtE L), M2t 450nmEts §+E2
Alg Al2Q| Op7tCiojof ChlE S8 £ ZIULICH Al Al=0i| Zetel Ot7tetojor T Aol o2 B FE S S HIfE o=

ARk, Yozl 50| BEOR PASHM, AR 3N NASEE XY 4 2
A

U7t AZF0l| A oFFtetojof

HI

o O
-
_|T'_

3M OtFtCtojor THHA ELISA 7| E= A I /oj| thol WSS 2 277t dd SHF0M A8t S UAEJASLICH 3M2
AFO0|L} S =7t ofl THE MP0IM Q| O] HIF AHE S 2 MSHSHA| RASLICE & 3M2 A4F, ot E, Yo = 2lst Az Al
tioi M= ol MZFS E'HRPOPII UUAELICE 3M OtFtCto|of CHEA ELISAFIE= 715d e ZE ARE, AE 713 % Al

D2 EZ0M H7HE 2% 20| otEL|Ct.

3M OpZtCtojof CH A ELISA 7| Eofl= 967HK] A|2 0| ZEote|0] QJESLICHE 10 MHEE K AUS).
1.7/ E 2484
as ID ZH| Hat oty
(XEMIEH LHE 2 Al
Z=H| MM A7)
3M™ OtZtCtojot CHEHE | X7 THs ot 967X &2 Atge FH|E &LCh | AEHQF A | AFRSHR| 2 Al Z Tt
ELISA A| 2T TEIE AZEO| BH7I S 8 174 UEstSA HZEA7EZI Y
BHoj| 2o HHS CHA| E'E'%EH—IEL
2~8°COf| A 7|EQ SE J|8tX|
HakgtL|C, HMEE %IIOHI <lsh

2~8°COj| A EztetL|Ct,

3M™ Ot7ICtOjof HRP | 1.5mL2| 10X HXtR atAtstz A | A2 Z[Hof| 1/10 2~8°Co| 10X 2gH2 7|EQ|
Z gl (10X) (HRP) Zgt SHH|(10X)7F E01 | 2 gl 1X2| = oEe 2o o5 7|1ZMtx|
’ ‘ U HEO| 17K gHg ohsLCt Hatgt|ct. ot eQiL|Ct.
PRNL
3M™ O7tCtojot THeHA | 2b2{ Xl Op7(Cio|of ChulEl Z Z=H|of| chshAM= [ 2~8°C. 3M Otztetojot
EE 55N =Zo| Hio| Y 174 ELISA Hit MM SAAIIX CHHE BEZF 5Z42
K RSHAAIR. ORAAI R, F|EQ| F 7|ZtItK|
3M™ 3| Mol (5X) 50mLe| 5X g|Aelof &7l H 171 | AL ZIH0f| 1/52 2~8°C 5X3M g|A g2
gl Maf 1X9| = 7|EQ| 97 7|2t7tK|
g2 BhsLIC, obEEeILICt,
3M™ A|%{2H(20X) 50mL2| 20X MI&{<Ho| 71 [ 1/202 3|Asl 1X2| IXE 8 | 20X 3M MH 2
174 I QoS otEL|Ct, |9 20X 5= 7|EQ| | 7|ZtX|
MEH D= O M QIL|Ct. 1x

e R :r.
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3M™ FE HIH E26(4X) [ 120mLe| 4X =% It &2l [ 1/42 3] A6l 1X9] IXEY M =& Ho 8
11 o gHg ohEL|Ch [ 4X3MBF [4X3M =E HIE
I A2 AL Mol | FEHM ZF |F|EQ RF 7|ZHK|
50~60°CZ 7}&sljoF | 2~8°COilM oHE M QL|LCt,
gt HEHtLICH
3™ LM 71 8o 12mLe| 3,3,5,5'- Ar8g FH|E gt | 2~8°Ce Wof| = EEX| U F
HEZIHEHX|TH(TMB)O| 22l OlF2 o | 2=PLICE 3M 2
HretL|Ct J1E 8H2J|EQ R%

I erE LY,

3M™ FX[H 12mLel 0.3M &&to] Bzl H 1 | A8E ZH|E gLCh 3MEX[H2 F|EQ]

4 o 7|2HHK|

7|E0f ZEE|X| 42 XIAH:

N
4
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o
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e 10~100uLE MFE 4 = HUSH | 5! o=l &
o ANYEH
o DA™Y ZYOIE NX7|/E27
o ITIRFE=EHOIR2S
o DM EYOIE 2H
o NS HI 8l FH|E 2ol 23 =2 o2 7Hx| AY 7|7
e EjO|H
o 4=
o IF Lk TETE AFHOIE
o Ak =Y|
o} %
— L
AF2Xt= 3M OFZtCtOjof CHHZEN EIISA 7| E AF2 AEAMO| Qe BE oFX 23 Atstg 41, X|tH, 0|of| th2tof SHL|Ct LIS o
x4+ UEE QHH X|ES HASIMAIR
Z: OoHX| R AL AFYO|LE AlZist BHAF Gl/E = THARMO| 2BHE xefE 4 Qs 9IE MES olO|gfLCt
e mkX| XY AL MAAO mBHE Xl 4 A= HMEHOZE pst A= of0|EL|Ct

shet £ o E 2 fI€S E0lH

o A WXI/X[H/= 7t/ MY E% S A mEt 7|5 AL,

o ABXt= Sl HEYXIO0A 24 Aed 22| 7|F = ISO/IEC 170252 52 %
[ ]
[ ]

Kot 34 A 7|9 S mSsof it
Alot2 12 TjE NS e soks 122 ISI0] B BE UEY 9T UAS FRHUMD

o =

3M X H0| TR0 LX| FEZ SHIAQ. KPP OFH Ml STIMLAKRE HESHIAIL.
ogisl MBS B oloixis A2y Hue | 201sl Sizig Soj2ie

3 D7HC0lOf EFE ELISA IS E 221 i T8 o i ool AIE BHS THELICH
3M Obtcfolol B ELISASIE B L% EE H311] 2elS AT A 3 T8 AIZ0] ALRSHIA.
merze Bata HE HANO| HAE te HEPA RS SHALAS,
3M2 AZEO|LE 22 9| AI0] Chefl A= 3M OIFHCHO|OF CHHE ELISA 7| E AFBS 2AMSISHR| UABLICE 5 M2 OFE,
SHEE, QN EE 008t AR A0l Chef A= Of RIBS 2 AIsotR eteteLC,

LHE HEQ LYEE 0|0jx|= fPAtt Auprt YU 9IS EolqH

3M OFZICtOjOF B R ELISA 7| E= AXLE R2 71ZF LHof| AFESHYAIL.

3M OFZICHOJOF A ELISA 7| E S5H A2 2hat 20~25°C 20| AFZSI0] 2t EHS FH|SHYAIL.
3M Ot7tetojor S A BE SRS SEA|7|X| OHHA|L.

LA 7|E EAHO| Do = HIULIH ALESHX| OHYA| 2. 3M &M J7|Z EHof Wit 2E S AX|st7| 2loh
7|EE EFSHUARL.
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|2 eFg-goil thol M= ’117}2 HE Ho| IELICH A& =& 2 20| ELISA XIS =3 3s}{0F ghLCt.
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HE Ms A 2M0] i = SAL FALO|E(www.3M.com/foodsafety) S 2Qlst7LtE $4X| 3M CHE| A = THof Ao

MEXtE ME 2Met YEE AT Mol ASLICH O AMe = At 2A0|E www.3M.com/foodsafetyS
HOStALE #X| 3M CHE|H = TOfFEA QS AIL.

AZ M0 A2 E BE HAE W} 0N E BAE EYAT} Hajol HHE 5 4 YALICL AF WHS Mesr o,
AR 359 N8 HeS % 20 73, U 7185 U2 ol 2080 FN0) FUS 01T + UEE Uit 20
ZQLICL AIE M3 X7t 230l JEFE E 4 USLIC

NEL HEIDt E|AE WOl 4B 58 SREE BEA7I7] Si3l EIAS el £ MBS Meiciol Sus 45 A8
Botots 212 gl MRLct,

I.

==t=] WNE=IN

O E|AE 2t

e ofglLct.

—

B9 oHA|/H|eHH |

e Xﬂa ZEO 1|3._*’%* HE 220 BAE ZRE Melstn, 3M2 424 = EX 8= MM cist 252 Zatst of™
HA|IHO| 7Lt A2HQl HE T HEBIL|CE, 3M Food Safety ®M|Z0fl Z&0| U2 2, 3MO|Lt 29| ZA| THOHHM| = XA THEHo)|
ezt MES I'LHIOM'-} o S = SRIL|CH | Hste| HHERA R ILICH M Z 0l A 9Hé!EI'.: ZAgto| YAL™
HAUZEE 60 O|LHY| BMOZ ZEA| EX[SD, NS 2 ML Z YHESH0F BfL|CH TZHAH| AR (SH=: 080-033-4114)Lt 3M
Food Safety?| &4 Ci2|M o2 H2sto] BHE ¢l %(Returned Goods Authorization)2 2O MA|2,

3M 7:Ho|o| '6171|

0

11

gHel, 2, L0 thoh M = MYX|X| ptE Lt
OIEOH Eff 3M°| *—*1%!% ofif ZR0i= 20| Atk FFE MF2 7o t=S =1t
H 8l mo]
3M Op7tCtofof THE ELISA 7| E I8 22 2~8°Cofl A ERBHHAIR. SZAIF|X| OHHAI2. 5 Aot £ EA2 & 10| EFE
Hfeb Zro| 22| Ct,
#& 7Ieto] X[k 3m Op7tCtojof HHEE ELISAF|E dR4E AESHM = ¢ HLITHL f8 7ot 55 Ho= dXtel &
2hofl 7| &[0 ASLICE.
drel wX|/XH/=oH MY BE S FEO 2t 7|5 A2,

Al XA

HE XAE Fo| ZH E4oHMAN . =X o™ H™etot Ayt LIE £ JESLICE

A2k Z=H|

DE A2 ALE ol A2(20~25°C)0| FAMA| Q. MRS AH 7|2 E 0|86l X! SHS 5| M 5l H2TtL|CE,
a. 3MZEZE W

>Z HIHE FH|oHH 3M =& HIH(4X) 1423 Eol2+ =
TZ0|M F£E HIH(1X)E 50~60°CE 0|2| H|R7LL QIFHIOIHE =
Zasgct

b. 3M2|M 2
1X 3|4 2HS ZH|ot2{H 3M 3| MH|(5X) 1MES E0|24 = SR 44E0| ELICH 2 AR0E £ 4.5mLe 1X 8N
golo| ZestL|Ct,

c. 3MAMXH
IX MHHS FH|St2{H 3M M AU (20X) IMES EI0|R4 E= SR 4 198 E0]| 'E&LICH 2 3M ELISA A|RTH|= <
2.5mL2| 1X M|A{eto| ZstL|Ct,
A0 2~8°COll M 2t A2 3M A (20X)0 ZH0| HME 4 USLICHL ZHES aljsta{™ MU (1X)S Z=H|stH7| Fo
4 Z = QI FH|0|E{0f| A 3M MKt (20X) 2] 2 Z 30~35°CE =L Ct.

SR 38200 G0 S|MPfLICt ALE Hof| mSEet
SLICE 2t A|20ll= 4.5mLe| 1IX =& HI{7t



d. 3MO7ICtOjOf HRP ek

1X Ot7tCtojof HRP 2t S ZH|sta{H 3M Ot7tCto|oF HRP 28l (10X) 1422 1X &M 28 9ME20]| ‘D0 5| A BhLCt,
AHE Z|H0f| ZHISHYAIL. Zf 3M ELISA A|2EH0j|= 100uLe| 1X OFZ+CtO|oF HRP Egm | 2egL|ct
A= ZH|

D 2= AE= A0 50~60°CE HIR 1X F& HIHZ FEE|0{0f ghL|Ct.
1.1 ChE xES Qo & 20| 2FE Hiet 20| TiR2et AIHE RELE Lol REO| A|Z=E FH[SLIC
H2 Az ZH|

NELEER A= 37| 3|4(1/10)

R AE 0.5 + 0.02¢g AFEO|| |9 £ 1X 22 HI{ 4.5 + 0.09mL 27|
oHH| AlZ 0.5+ 0.0ImL | AFHO] CIY & 1X £Z M 4.5 & 0.09mL 27|
HIXt2| MX(CIP) 215 H22 0.5+ 0.01mL | A0l B = 1X £Z ¥ 4.5 & 0.09mL 27|
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X / DSQ & /
U> o 4.5 mL1X
Extraction buffer

oy

[ ]
, =
0.5 mL 4.5 mL 1X

Extraction buffer
[ ]

CIpP

0.5 mL 4.5 mL 1X
Extraction buffer

1.2 50~60°COllM 25 + 12 S¢F
AMZE 50~60°Ce| == E=

1.3 Hi =, 5,000~7,000rpm(3,00
Eol- XII-|A|5'I|__| |:|..

-
=2
e

(o]
[

sl £ EEE E52|= AFHIOIE0M Mt A2 S HILRILICLH CHE WHo ==
|FH|O|E{0l| @10 5E0ICHIEN 8522 SE&= 20| USFLICL
0

x g0l 20~30% S AR E HHE2/8H LAE 2 ZalistAHL Al FE oM 52

1.4 7t24l(+4d) E0AM 100uLE &3l 900uLe| 3|4 gAH(1X)oll E&LICH B SLE == 2R 7L ESLICHH Al=2
1/100 3| MZ0of s e).
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50~60°C
00:25:80

3000g/00:0030
ELISA Ex}
21 Nz 8/E= BEY 1712 3M ELISA AZEE HMAHSHD s A|ZEE A ZE SO0 SELICH AFESHX| 242 3M ELISA
N2Ts o I X|of ChA| E10 MU S = CHA| 2~8°COj| A EatefL|Ct.
2.2 3MO7iCiOjof A HF sxHS SEO 5|M 8A(1X)0l| 3| AE 5712 H#FE MEE ZFH[L|C
BEHZ BHE S 1X g|MHof F71E BES| X 1X 2| o] 2
(ng/mL)
5 270 10pLe| 3M Ot7tCtOjof CHelE 990uL
BEE 559
4 90 200uLe HE HS 5 400uL
3 30 200uLel EE HT 4 400uL
2 10 200uLe HE HT 3 400uL
1 3.33 200uLe EE Mz 2 400uL
0 0 0 400uL
2.3 IHOZ 100uLel Zt EES 3MELISAAN RO Z SZL|Ct.
o HZFO(1XZA go)
e HZE1(3.33ng/mL)ppb
e HZE2(10ng/mL)ppb
e HZE3(30ng/mL)ppb
e HEZF4(90ng/mL)ppb
e HZF5(270ng/mL)ppb
2.4 140N Z=H|st FEE AZ 100uLE I|ZICZ 3M ELISAA|ZTOE FZIL|CH
2.5 A2(20~25°C)0llA 30 £ 22 SQ2H400rpmeE MATt H = =8t 7|0 A 3M ELISA A|2TH2 HFRLICE O] THA| Zof
BLE= AS UX[SH| QI8 AZEHE HOIFL £0|E RXSHYAIL.
2.6 HiQY 20| 3M ELISA A| 2T I8 ES SOlELICt

2.7

=g =
ZIBMELISA A EES 1X MHbo = %H‘Jsl M2 = Selgct
7|E 8710 7Lt 25
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2.8 IZIOZ 100uLe| 1X OZICtO|oF HRP 2 S ZH SM ELISA A|ZHOE FZILICH A=20)A 10 £ 28 S2t400rpm_l 2
M8 A SE|OIA HHRIRILICE 0] T 0l Z2[0|EE Ho ofS A 11 £O0IZ SASHAAIS.

2.9 MHH(IX)2=Z & 4H| NAHS 2t=5t7| fI6H 2.6THAIF 2. 7THAIE Bt etL|Ct,
2

2.10 I|ZOZ 100uLe| 3M LA T|E M(TMB)E 2t SM ELISA A2 2 FZL|CH
2.11 #201M 102 S2H400rpm 2 HFot A= =2 7(0f| M BIFRILICE O] THA| Sofl= S20/EE Eo o{E 2| 5t =02

—= I
FABHAI2.

2.12 Hi =,100uLS| 3M HX|HS 2t 3M ELISA A|2T0f| E11 302 O|LHoll EE(450nm)S &eletL|ct.

=
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31 ZAEQ " IiH74 US WLICHAI RS B S8 U= - EE M2 B 52 Ux ).

3.2 4719 nfH EXABIA JM M EE MM £ Q= ARE ATEQHE AL ng/mL(ppb) BHRIE sE= xZH0,
sietot= E—’F—ta” S8 = U2 y=0ll EAISH BE SMS LA LICE 2K CHEAI(2) £ 7|EF HE MY EE A8 £
UX| T C[o|E] Mg oS FUSHK| = ASLICH

3.3 BE ZMUM AR sEE AMSHHAR. A3t tHel= ng/mL(ppb)°'|—|Ef JH 2 AME M X+ Solf |l Az
S E JELCH 0E S0, A|29| & M=} 1/ 000|11 & Z MO N2 5&7t200ng/mL(ppb)2tH, 2|Z A B 5=
200ng/mL x 100 = 20,000ng/mL(ppb)0|H, 0| A2 20ug/mL(ppm)LILCE.

54 45 B4

a. &M A= o|(LOD)= 1.1ng/mL(ppb)LICt.

AE otAl= X HE &E £Z0M A HHE A2t FE2E = A= AlY Az 22|22 2N sE=E ™o|EL|CE. 0= 36
He| BE N2 SIS Wit &t U 2ol Ml 7He] BFE MXAIE FI16t0 4385t s AMSto] A-SLICE
b. HZF$HAH(LOQ)= 0.3ppmeUL|LCt.
B A= XEE HET +F0M 22[Hoz FEHE = Ae Al Aze| 222 2K +F2= HOlEL|CR.
Moo
7IE Ll §2E T+ %CV =10% 0|2t N=12
7|E 7t HUx 7 %CV = 10% 0|2t N=12
Soly 9l mif ug

0| 7| E= OFFICtOlof THE S QIAISHH WXt BE-ES I8l LSt Al=0f Cish Al S H/MELICHE 3).

IHEZA A= % wA} Y-S
O=E 7t82 1% 02t
OI2E 2% 1% 02t
BLG 1% 0Oj2t
2 7|2 1% 02t
L2RF 1% 02t
HalE HE 1% 0Ofgt
HU7t2 1% 02t
b 1% 0|2t
Mziz| 1% 02t
Hotz| 2 1% 02t
IR R 1% 02t
IIH L 19% O]2t
SPRIIE 1% 02t
o7 mEEdLnl 1% oot
GEPY 1% 02t
2/0rE 1% 02t
OF5fCtojof L E (+)
HAXEM| 1% oot
QEEFOIE 1% 0|2t
3 FES 1% 02t
e 1% 02t
ozt 1% 02t
=t 1% 02t
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I AEK|Q 7}2 1% 0|3t
= 1% 0|2t
7t2|H] 19 OJ gt
EHH 1% 0|2t
M 19% Oj2t
TR 1% 0|2t
FRE 19% 0Oj2t
e 1% 0|2t
Si{HFEE | M 19% 0Oj2t
=5 1% 0|2t
1 Xtg
1. 0OF AEQe=. 0l At 21, 0tE 58 2| 7|1=
2. ISO/IEC17025. A& & AE A A2kof it Lkt 27 AHY
3. Abbott, M., Hayward, S., Ross, W., Godefroy, S.B., Ulberth, F., Van Hengel, A. J., Roberts, J., Akiyama, H., Popping,

B., Yeung, J.M., Wehling, P., Taylor, S., Poms, R.E. % Delahaut, P. (2010). £& M: X AE 2|27 ELISA &2l
A3 AL HFLE] X[E 2 2 At J. AOAC Int. 93, 442-450.
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Petunjuk Produk

ELISA Kit Protein Macadamia

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

Deskripsi Produk dan Maksud Penggunaan
ELISA Kit Protein Macadamia 3M™ dimaksudkan untuk mendeteksi protein macadamia pada air bilasan akhir
(clean-in-place water (CIP)), sampel swab lingkungan, bahan makanan, dan produk makanan olahan.

ELISA Kit Protein Macadamia 3M menggunakan sandwich ELISA. Protein macadamia dalam sampel bereaksi dengan
antibodi anti-macadamia, yang telah diserap ke permukaan sumur mikrotiter polistiren. Setelah protein tak terikat
diangkat dengan pencucian, ditambahkan konjugat antibodi anti-macadamia dengan horseradish peroksidase
(horseradish peroxidase (HRP)). Antibodi berlabel enzim ini membentuk kompleks dengan protein macadamia yang
terikat sebelumnya. Setelah tahap pencucian kedua, enzim terikat pada imunosorben dideteksi dengan penambahan
substrat kromogenik, 3,3’, 5,5-tetrametilbenzidin (TMB). Perkembangan warna reaksi enzimatik ini bervariasi secara
langsung dengan konsentrasi protein macadamia dalam sampel yang diuji; dengan demikian, absorbansi, pada 450
nm, adalah ukuran konsentrasi protein macadamia pada sampel uji. Jumlah protein macadamia pada sampel uji dapat
diekstrapolasi dari kurva standar (dibangun dari standar konsentrasi yang diketahui) dan disesuaikan untuk tindakan
pengenceran sampel.

ELISA Kit Protein Macadamia 3M dimaksudkan untuk pemakaian di lingkungan laboratorium oleh para profesional yang
terlatih dalam teknik laboratorium. 3M tidak mendokumentasikan penggunaan produk ini dalam industri selain makanan
atau minuman. Sebagai contoh, 3M belum mendokumentasikan produk ini untuk pengujian sampel farmasi, kosmetik,
klinis, atau veterinari. ELISA Kit Protein Macadamia 3M belum dievaluasi pada seluruh kemungkinan produk makanan,
proses makanan, dan protokol pengujian.

ELISA Kit Protein Macadamia 3M berisi 96 sumur, yang dijelaskan pada Tabel 1.
Tabel 1. Komponen Kit

Alat Identifikasi Persiapan Penyimpanan | Stabilitas
(lihat detailnya pada
bagian Persiapan

Reagen)
Sumur ELISA Protein | Satu kantong foil dengan Siap pakai. 2-8 °C dalam Kantong foil disegel
Macadamia 3M™ plat berisi 96 sumur berlapis kantong foil ulang berisi sumur
antibodi yang dapat dilepas. yang disegel dan desikan yang
berisi desikan. | belum dipakai.
Simpan pada
suhu 2-8 °C untuk
menjaga stabilitas
sampai tanggal
kedaluwarsa kit.
Konjugat HRP Satu vial berisi 1,5 ml Antibodi | Encerkan 1/10 segera |2-8 °C dalam Konjugat 10X stabil
Macadamia 3M™ Konjugat 10X Horseradish sebelum digunakan gelap. sampai tanggal
(10X) Peroxidase (HRP) (10X). untuk membuat kedaluwarsa kit.

larutan kerja 1X.

2 N

Konsentrat Standar Satu vial berisi konsentrasi Mengacu pada 2-8 °C. Jangan | Konsentrat Standar
Protein Macadamia protein macadamia yang persiapan standar dibekukan. Protein Macadamia
3M™ diketahui. di Bagian Prosedur 3M stabil sampai

_ ELISA. tanggal kedaluwarsa
kit.




(Bahasa Indonesia) ‘ﬁ H

3M™ (20X)

pembersih 20X.

membuat larutan
kerja 1X.

larutan kerja 1X
dan konsentrat

Pengencer (5X) 3SM™ | Satu botol berisi 50 ml Encerkan 1/5 segera |2-8°C Larutan Pengencer
Pengencer 5X. sebelum digunakan 3M 5X stabil sampai
untuk membuat tanggal kedaluwarsa
larutan kerja 1X. kit.
Larutan Pembersih Satu botol berisi 50 ml larutan | Encerkan 1/20 untuk | 2-8 °C untuk Larutan Pembersih

3M 20X stabil
sampai tanggal

3M™ (4X)

ekstraksi buffer 4X.

membuat larutan
kerja 1X. Larutan kerja
harus dipanaskan
sampai 50-60 °C
sebelum digunakan.

larutan kerja 1X
dan konsentrat
Ekstraksi Buffer
3M 4X.

Larutan kedaluwarsa kit.
Pembersih Larutan Pembersih
20X. 1X stabil minimal
_ satu minggu setelah
persiapan.
Ekstraksi Buffer E26 Satu botol berisi 120 ml Encerkan 1/4 untuk 2-8 °C untuk Ekstraksi Buffer 1X

dan Ekstraksi Buffer
3M 4X stabil sampai
tanggal kedaluwarsa
kit.

3MTM

0,3 M.

Larutan Substrat Satu botol berisi 12 ml 3,3, Siap pakai. 2-8 °C dalam Jauhkan dari

Kromogenik 3M™ 5,5’-tetrametilbenzidin (TMB). gelap. cahaya. Larutan
Substrat
Kromogenik 3M
stabil sampai

_ tanggal kedaluwarsa
kit.

Larutan Penghenti Satu botol 12 ml asam sulfat Siap pakai. 2-8°C Larutan Penghenti

3M stabil sampai
tanggal kedaluwarsa
kit.

Bahan yang tidak disertakan dalam kit:

Vorteks

Keselamatan

Shaking water bath atau shaking incubator
Orbital shaker

Tip pipet dan pipet presisi untuk mengumpulkan 10-100 pl
Tabung reaksi

Pencuci/aspirator pelat mikrotiter
Air sulingan atau deionisasi
Pembaca pelat mikrotiter

Aneka ragam perangkat lab untuk pembuatan reagen dan larutan penyangga
Penghitung waktu

Pengguna harus membaca, memahami, dan mengikuti informasi keselamatan dalam petunjuk ELISA Kit Protein
Macadamia 3M. Simpanlah petunjuk keselamatan untuk referensi mendatang.

/A PERINGATAN:

cedera serius dan/atau kerusakan harta benda.

PERHATIAN:

kerusakan harta benda.

A PERINGATAN

Untuk mengurangi risiko dalam kaitannya dengan paparan terhadap bahan kimia:

e  Buang sesuai standar dan peraturan setempat/regional/nasional/industri yang berlaku.

° Pengguna harus melatih personelnya dalam teknik pengujian yang tepat saat ini; misalnya, Good Laboratory
Practices' atau ISO/IEC 170252,

Menandakan situasi berbahaya, yang, apabila tidak dihindari, dapat menyebabkan kematian atau

Menandakan situasi yang berpotensi berbahaya yang, apabila tidak dihindari, dapat menyebabkan
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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 3M. Lihat informasi keselamatan tambahan pada Lembar
Data Keselamatan.

Untuk memperkecil risiko yang berkaitan dengan hasil negatif salah yang dapat menyebabkan pelepasan produk

yang terkontaminasi:

° Simpan ELISA Kit Protein Macadamia 3M seperti yang ditunjukkan pada kemasan dan dalam petunjuk produk.

e  Gunakan ELISA Kit Protein Macadamia 3M 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.
3M belum mendokumentasikan penggunaan ELISA Kit Protein Macadamia 3M di industri selain makanan atau
minuman. Sebagai contoh, 3M belum mendokumentasikan produk ini untuk pengujian sampel farmasi, kosmetik,
klinis, atau veterinari.

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan hasil tak akurat yang dapat menyebabkan pelepasan produk yang
terkontaminasi:
e  Gunakan ELISA Kit Protein Macadamia 3M sebelum tanggal kedaluwarsanya.
e  Selalu siapkan larutan kerja menggunakan reagen terkonsentrasi ELISA Kit Protein Macadamia 3M pada suhu
20-25 °C.
Jangan bekukan Konsentrat Standar Protein Macadamia 3M.
Jika Larutan Substrat Kromogenik berubah menjadi biru, jangan gunakan. lkuti Good Laboratory Practices' untuk
menghindari kontaminasi silang Larutan Substrat Kromogenik 3M.

PERHATIAN

Untuk memperkecil risiko dalam kaitannya dengan hasil yang tidak akurat:

e  Stabilitas sampel setelah ekstraksi belum dievaluasi. Prosedur ELISA harus dijalankan tepat setelah ekstraksi sampel.

e  Tangani Standar Protein Macadamia 3M 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.3M.com/foodsafety, atau
hubungi perwakilan atau distributor 3M setempat.

Tanggung Jawab Pengguna
Pengguna bertanggung jawab untuk memahami informasi dan petunjuk produk. Kunjungi situs web kami di
www.3M.com/foodsafety, atau hubungi perwakilan atau distributor 3M 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 memenuhi 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 3M Food Safety apa pun bukan
merupakan jaminan kualitas terhadap matriks atau proses yang diuji.

Pembatasan Jaminan/Penggantian Terbatas

KECUALI SEBAGAIMANA DITENTUKAN DI BAGIAN GARANSI TERBATAS UNTUK SETIAP KEMASAN PRODUK,

3M 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 3M Food Safety yang cacat, 3M atau distributor resminya, sesuai
kebijakannya, akan mengganti atau membayar kembali harga pembelian produk. Penggantian ini ditawarkan kepada Anda
secara eksklusif. Anda harus segera melapor kepada 3M dalam waktu enam puluh hari sejak menemukan adanya dugaan
cacat pada produk dan harus mengembalikannya kepada 3M. Silakan hubungi Layanan Pelanggan (1-800-328-1671di A.S.)
atau perwakilan resmi 3M Food Safety untuk mendapatkan Pengesahan Barang Retur.
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Pembatasan Tanggung Jawab 3M

3M 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, 3M tidak
bertanggung jawab melebihi dari harga pembelian produk yang dinyatakan sebagai cacat.

Penyimpanan dan Pembuangan
Simpan isi ELISA Kit Protein Macadamia 3M pada suhu 2-8 °C. Jangan dibekukan. Simpan larutan kerja yang diencerkan
seperti yang dijelaskan pada Tabel 1.

Komponen ELISA Kit Protein Macadamia 3M 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 3M

Untuk menyiapkan Ekstraksi Buffer 1X, tambahkan satu bagian Ekstraksi Buffer 3M (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 3M

Untuk menyiapkan larutan Pengencer 1X, tambahkan satu bagian Pengencer 3M (5X) pada empat bagian air
deionisasi atau suling. Setiap sampel memerlukan total 4,5 ml larutan Pengencer 1X.

c. Larutan Pembersih 3M

Untuk menyiapkan Larutan Pembersih 1X, tambahkan satu bagian Larutan Pembersih 3M (20X) pada 19 bagian air
deionisasi atau suling. Setiap Sumur ELISA 3M memerlukan sekitar 2,5 ml Larutan Pembersih 1X.

Catatan: Pembentukan kristal pada Larutan Pembersih 3M (20X) dapat terjadi jika disimpan pada suhu 2-8 °C.
Untuk melarutkan kristal, hangatkan Larutan Pembersih 3M (20X) sampai suhu 30-35 °C dalam water bath atau
inkubator sebelum menyiapkan Larutan Pembersih (1X).

d. Konjugat HRP Macadamia 3M

Untuk mempersiapkan Konjugat HRP Macadamia 1X, tambahkan satu bagian Konjugat HRP Macadamia 3M (10X)
dan encerkan dalam 9 bagian larutan Pengencer 1X. Persiapkan segera sebelum digunakan. Setiap Sumur ELISA
3M memerlukan 100 pl Konjugat HRP Macadamia 1X.

Penyiapan Sampel
Catatan: Seluruh sampel harus diekstraksi dengan Ekstraksi Buffer 1X yang telah dihangatkan sampai suhu 50-60 °C.

11 Siapkan sampel untuk ekstraksi protein dalam tabung reaksi bersih atau tabung sekali pakai, seperti yang dijelaskan
pada Tabel 2.

Tabel 2. Penyiapan sampel

Matriks sampel Ukuran sampel | Pengenceran (1/10)

Makanan padat 0,5 +0,02 gr Tambahkan 4,5 += 0,09 ml Ekstraksi Buffer 1X yang telah
dihangatkan

Makanan cair 0,5+ 0,01 ml Tambahkan 4,5 + 0,09 ml Ekstraksi Buffer 1X yang telah

dihangatkan

Air Bilasan Akhir (Clean-in-Place (CIP)) 0,5+ 0,01 ml Tambahkan 4,5 = 0,09 ml Ekstraksi Buffer 1X yang telah
dihangatkan
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Padat
i .
-
05, o
oo 4.5 mL1X
Extraction buffer
Cairan
=
+ -
\‘\ / —
0.5 mL 4.5 mL1X
Extraction buffer
- — + ==
cIP W
= =
0.5mL 4.5 mL1X
Extraction buffer

1.2 Inkubasi sampel yang diencerkan dalam shaking water bath atau shaking incubator pada suhu 50-60 °C selama
25 = 1 menit. Atau, biarkan sampel di water bath atau inkubator pada suhu 50-60 °C dan guncangkan secara manual
selama 1 menit setiap 5 menit.

1.3 Setelah inkubasi, sentrifugalkan sampel pada kecepatan 5000-7000 rpm (3000 x g) selama 20 sampai 30 detik
untuk partikel pelet, atau biarkan mengendap selama 5 menit dalam rak tabung reaksi.

1.4 Kumpulkan 100 pl dari lapisan tengah (berair) dan tambahkan pada 900 pl Larutan Pengencer (1X). Vorteks atau
goyangkan untuk mencampur dengan rata. (Sesuai dengan pengenceran sampel asli 1/100.)

50-60 °C

00:25:00

[l
i

é
900yl ==

3000g 7 0G:80:30
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Prosedur ELISA

21

Pindahkan satu Sumur ELISA 3M per sampel dan/atau standar dan tempatkan sumur di penahan sumur. Kembalikan
Sumur ELISA 3M yang tidak terpakai ke kantong foil, segel ulang, dan kembalikan ke penyimpanan pada suhu 2-8 °C.

2.2 Menggunakan Konsentrat Standar Protein Macadamia 3M, siapkan set dengan lima standar yang diencerkan dalam
Larutan Pengencer (1X).
Nomor Standar Konsentrasi Standar Volume standar ditambahkan | Volume larutan Pengencer 1X
(ng/ml) pada Pengencer 1X
5 270 10 pl Konsentrat Standar Protein 990 pl
Macadamia 3M
4 90 200 pl dari standar nomor 5 400 pl
3 30 200 pl dari standar nomor 4 400 pl
2 10 200 pl dari standar nomor 3 400 pl
1 3,33 200 pl dari standar nomor 2 400 pl
0 0] 0 400 pl
2.3 Pindahkan dengan pipet 100 pl setiap standar ke dalam Sumur ELISA 3M.

24
2.5

2.6
27

2.8

2.9

210

21

212

Standar O (Larutan Pengencer 1X)
Standar 1(3,33 ng/ml) ppb
Standar 2 (10 ng/ml) ppb
Standar 3 (30 ng/ml) ppb
Standar 4 (90 ng/ml) ppb
Standar 5 (270 ng/ml) ppb

Pindahkan dengan pipet 100 pl sampel yang telah diekstraksi yang disiapkan dalam 1.4 ke dalam Sumur ELISA 3M.

Inkubasi Sumur ELISA 3M 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 3M.

Isi sepenuhnya masing-masing Sumur ELISA 3M dengan Larutan Pembersih 1X dan sedot. Jika pencucian dilakukan
manual, balikkan pelat dan tuang/guncangkan isinya ke dalam wadah limbah dan pukul-pukul sumur dengan kuat
pada kertas absorben untuk menghilangkan residu larutan pembersih. Ulangi langkah ini tiga kali dengan total
empat kali mencuci.

Pindahkan dengan pipet 100 pl Konjugat HRP Macadamia 1X ke masing-masing Sumur ELISA 3M. Inkubasi pada
orbital shaker dengan kecepatan 400 rpm pada suhu kamar selama 10 * 2 menit. Jaga agar pelat tetap tertutup
dalam gelap dan sejajar selama langkah ini.

Ulangi langkah 2.6 dan 2.7 untuk menyelesaikan total empat pencucian dengan Larutan Pembersih (1X).

Pindahkan dengan pipet 100 pl Larutan Substrat Kromogenik 3M (Chromogenic Substrate Solution (TMB)) ke
masing-masing Sumur ELISA 3M.

Inkubasi pada orbital shaker dengan kecepatan 400 rpm pada suhu kamar selama 10 menit. Jaga agar pelat tetap
tertutup dalam gelap dan sejajar selama langkabh ini.

Setelah inkubasi, tambahkan 100 pl Larutan Penghenti 3M pada masing-masing Sumur ELISA 3M dan tentukan
absorbansinya (pada 450 nm) dalam waktu 30 menit.

TR | N

N
4

100ul T k24
‘QOOpIQ

-—
1X Diluent
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Hasil Analisis
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3.2

3.3

Kurangi nilai latar rata-rata untuk setiap sampel (Pembacaan rata-rata absorbansi sampel dikurangi pembacaan
rata-rata absorbansi nol standar.)

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.

Hitung konsentrasi sampel kurva standar; unit yang dihasilkan dalam ng/ml (ppb). Kemudian, kalikan dengan
faktor pengenceran sampel untuk mendapatkan konsentrasi sampel asli. Misalnya, jika pengenceran total sampel
adalah 1/100, dan konsentrasi sampel kurva standar adalah 200 ng/ml (ppb), konsentrasi sampel akhir adalah
200 ng/ml x 100 = 20.000 ng/ml (ppb) yaitu 20 pg/ml (ppm).

Karakteristik Kinerja Minimal

a.

Batas Deteksi (Limit of Detection (LOD)) analitik adalah 1,1 ng/ml (ppb)

Batas deteksi didefinisikan sebagai konsentrasi alergen terendah dalam sampel uji yang bisa dibedakan dari sampel
kosong nyata pada tingkat probabilitas tertentu®. Hal ini ditentukan dengan menambahkan tiga standar deviasi pada
nilai mean densitas optik dari tiga puluh enam replikasi standar nol dan menghitung konsentrasi yang sesuai.

Batas Kuantifikasi (Limit of Quantification (LOQ)) adalah 0,3 ppm

Batas kuantifikasi didefinisikan sebagai tingkat terendah alergen dalam sampel uji yang bisa dihitung secara wajar
pada tingkat presisi tertentus.
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Presisi
Presisi Intra-assay Rata-rata %CV = <10% N=12
Presisi Inter-assay Rata-rata %CV = <10% N=12

Spesifisitas dan Reaktivitas silang
Pengujian ini mengenali protein macadamia dan telah diuji reaktivitas silangnya terhadap berbagai sampel (Tabel 3.)

Tabel 3. Reaktivitas silang ELISA Kit Protein Macadamia 3M.

Sampel matriks % Reaktivitas silang
Tepung almond <1%
Susu Almond <1%
BLG <1%
Kasein Sapi <1%
Susu Sapi <1%
Kacang Brazil <1%
Tepung Soba <1%
Mete <1%
Seledri <1%
Kacang Arab <1%
Tepung kelapa <1%
Santan <1%
Tepung jagung <1%
Parvalbumin Ikan <1%
Hazelnut <1%
Kacang Lima <1%
Kacang Macadamia +)
Biji Sawi <1%
Ovomucoid <1%
Ekstrak Polong <1%
Tepung Kacang Tanah <1%
Pikan <1%
Kacang Pinus <1%
Tepung kacang pistasi <1%
Biji Labu <1%
Scallop <1%
Biji Wijen <1%
Udang <1%
Tepung sorghum <1%
Tepung kedelai <1%
Susu Kedelai <1%
Biji Bunga Matahari <1%
Kenari <1%
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