..
NEPENTHEN [

ARASTIRMA TEKNOLOJILERI

Deoxynivalenol (DON) ELISA Kit

NEO070300301 — 96 kuyucuk
Standart Egri Araligi: 0 — 8100 ppb
Ornek Tipi: Tahil, Yem, vb.

Capraz Reaksiyon: Deoxynivalenol: %100; 3-Acetyldeoxynivalenol: %1

Bilgilendirme

Fusarium graminearum tarafindan iiretilen Deoxynivalenol, misirda (piiskiil ¢iiriimesi), bugdayda ve arpada (Fusarium bas yaniklig1
veya uyuz) yaygin olarak bulunur. Bu toksinler, tahillarin fusarium tiirleriyle temas: sonucu tarlada zaten iiretilir. Deoxynivalenol,
gastrointestinal tahris edici ve protein sentezinde inhibitdrdiir. Akut toksik dozlar hastaliga neden olur. Ciftlik hayvanlari, biiylimede
gecikme ve bagisiklik sisteminde baskilanma ile reaksiyon gostererek enfeksiyonlara karsi yiiksek hassasiyet gosterirler. Bu kit, son
derece hassas bir tespit sistemi olup, 6zellikle tahillarda, yemlerde, hububatlarda ve birada Deoxynivalenol kontaminasyonlarinin hizl

bir sekilde dl¢iilmesinde etkilidir.

Uygulama

Bu kit, tahil ve yem gibi 6rneklerdeki Deoxynivalenol (DON) tespit etmek i¢in indirect competitive enzyme-linked immunoassay
(ELISA) yontemini kullanir. Kit, antijen kaplanmis plaka, HRP konjugati, antikorlar, standartlar ve diger destekleyici reaktiflerden
olusur. Tespit sirasinda, standartlar veya numuneler eklendiginde, numunelerdeki DON, anti-DON antikorlariyla birlesmek i¢in
eslesmis antijenlerle rekabet edecektir. HRP konjugati eklendikten sonra, TMB substratlar1 ile renklendirme yapilir. Numunelerin
absorbans degeri, DON igerigiyle negatif bir korelasyona sahiptir. Son olarak, elde edilen absorbans degerlerini standart egri ile

karsilastirarak, numunedeki DON toksin igerigini hesaplanabilir.

Kit Icerigi ve Saklama Kosulu

Kitin raf dmrii 12 aydir ve 2-8 °C'de saklanmalidir. Dondurulmamalidir.

Icerik Miktar
ELISA Microplakasi (Ayrilabilir plaka) 8 kuyu x 12 strip
Standartlar (Oppb, 10ppb, 30ppb, 90ppb, 270ppb, 810ppb)
(siyah kapak) 1 mL / her biri
Analiz Karsiligi: Oppb, 100ppb, 300ppb, 900ppb, 2700ppb, 8100ppb
Antikor Soliisyonu (mavi kapak) 5.5mL
HRP Konjugati (kirmizi kapak) 5.5mL
Substrat A Soliisyonu (beyaz kapak) 6 mL
Substrat B Soliisyonu (siyah kapak) 6 mL
Durdurma Soliisyonu (sar1 kapak) 6 mL
20X Konsantre Yikama Soliisyonu (beyaz kapak) 40 mL
Cozdiirme Soliisyonu (sar1 kapak) 50 mL
Yapigkan Membran 1 adet
Kullanim Kilavuzu 1 adet
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Calisma Icin Gerekli Diger Materyaller

¢ Mikroplaka okuyucu,

e Ogiitiicii (kat1 numunelerin homojenizasyonu igin),
o Vorteks karistiric (galkalama ve karistirma igin),

o Santrifiij veya filtre kagidi,

e Hassas Terazi,

o Mikro pipetler (tek kanalli ve ¢ok kanalli),

e Metanol.

Calisma Oncesi Uyarilar

e Testten Once, reaktifler ve numuneler oda sicakligina (25°C) getirilmeli ve dengelenmelidir.

o Tiim reaktifler kullanimdan 6nce hafifce ters ¢evrilerek karigtirilmalidir. Képiirtmeye neden olmayiniz.

e (Calisma baglatildiktan sonra, tiim adimlar kesintisiz ve onerilen siire sinirlari i¢ginde tamamlanmalidir.

e Yikamadan hemen kuyucuklarin kuru oldugundan emin olduktan sonra hizli bir sekilde sonraki adima geginiz.

e inkiibasyon sirasinda mikro plakalari yapiskan membranla drtiiniiz.

e Tiim reaktiflerin kapaklarini kullanimdan hemen sonra kapatiniz ve sise kapaklarini degistirmeyiniz.

e (Capraz kontaminasyonu 6nlemek i¢in her numune ve soliisyon i¢in ayr1 bir tek kullanimlik u¢ kullaniniz.

e Standart egrinin OD degerleri, gercek zamanl test performans kosullarina (6rnegin, operator, pipetleme teknigi, yikama teknigi
veya sicaklik etkileri) gore degisebileceginden, kullanict her test i¢in bir standart egri olusturmalidir.

e Son kullanma tarihi ge¢cmis reaktifleri kullanmayiniz.

o Farkli lotlardaki reaktifleri birlestirerek karistirmayiniz.

e 0 ppb'lik absorbans degeri 0,5'in (A450nm < 0,5) altindaysa, reaktifin metamorfik olabilecegi anlamina gelir.

e Substrat soliisyonu renksiz olmalidir, aksi takdirde atiniz.

o Islem sirasinda kullanilan laboratuvar ekipmanlarinin (mikropipetler, ELISA okuyucu vb.) hem hassasiyetini hem de dogrulugunu
kontrol ediniz.

o Laboratuvarda sigara igmeyin, yemek yemeyin, icecek tiikketmeyin veya pipetleme islemini agiz yoluyla yapmayiniz.

e (Caligma sirasinda mutlaka tek kullanimlik eldiven giyiniz.

e Substrat ve durdurma ¢ozeltiSinin cilt ve mukoza ile temasindan kaginimiz (olasi tahris, yanik veya toksisite tehlikesi). Temas
halinde, etkilenen bdlgeyi bol su ile yikayiniz.

e Kimyasal {iriinlerin kullanim1 ve imhasi, iyi laboratuvar uygulamalarina (GLP) uygun olarak yapilmalidir.

o Liitfen kuyucuklardaki igerikleri esit sekilde karistirin ve plakay: iyice yikayin. Tekrarlanabilirlik biiyiik 6l¢iide yikama adiminin
tutarliligina baghdir.
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On Hazirhk

Liitfen laboratuvar malzemelerinin temiz olmasi gerektigini unutmayiiz. Ornek ve reaktiflerin birbirlerine karigmalarini 6nlemek icin

tek kullanimlik pipet u¢lar1 kullaniniz.

Cozelti Hazirlama:

Cozelti 1: 1X Yikama Tamponu

Konsantre yikama tamponunu (20x) 20 faktdriiyle seyreltiniz (1 birim Konsantre yikama tamponuna 19 birim Deiyonize su

ekleyiniz).

Numune Hazirlama:

Tahil, Yem, vb. Ornegi Hazirlama Islemleri:

1.

Iyice 6giitiilmiis numuneyi (20 mesh elekten gegen) iyice karistiriniz ve numune aliniz.

2. 5.0 g homojenize numuneyi 50 mL'lik bir santrifiij tiipiinde tartiniz, 25 mL deiyonize su ekleyiniz ve 5 dakika karistiriniz.
3. Karisimu filtre kagidi kullanarak siizlinliz veya oda sicakliginda 4000 rpm'de 10 dakika santrifiijleyiniz.

4.
5

Ust stvidan 500 pL yeni tiipe aktariniz ve iizerine 500 pL ¢dzdiirme soliisyonu ekleyiniz, tamamen karigtiriniz.

. Testigin 50 pL aliniz.

Numune Seyreltme Orani: 10 - Tespit limiti: 100 ppb

ELISA Protokol Sablonu
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Durdurma Soliisyonu
Ekleme ELISA Okuma Veri Analizi
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ELISA Protokolii

Tim reaktifleri ve numuneleri yaklasik 30 dakika oda sicakliginda bekletiniz. Kullanmadan 6nce reaktif siselerini hafifce alt iist

ediniz.

Mikroplaka ¢ercevesini ve gerekli sayida kuyucugu ¢ikariniz. Kullanilmayan mikroplaka kuyucuklarini, verilen kurutucuyla birlikte

kapal1 posete koyunuz. Kalan kiti buzdolabinda 2-8°C'de saklayiniz.

1. Numaralandirma: Standart ve numuneleri karsilik gelen mikrokuyucuklara sirayla numaralandiriniz, her numune ve standart igin
2 kuyucuklu tekrar onerilir.

2. Inkiibasyon: Numaralandirilmis her standart kuyucuguna 50 pL standart, her numune kuyucuguna ise 50 uL numune ekleyiniz,
ardindan tim kuyucuklara 50 puL. HRP konjugati ekleyiniz. Son olarak her kuyucuga 50 pL antikor soliisyonu ekleyiniz.
Mikroplakay1 yapiskan membranla ortiiniiz ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe ediniz.

3. Yikama: Yapigkan membrani dikkatlice aginiz ve kuyucuklardaki siviyr ters dondiirerek dokiiniiz. Her kuyucuga 300 pL 1X
Yikama Tamponu pipetleyiniz ve ters gevirerek dokiiniiz, bu islemi 5 kez tekrarlayiniz. Plagi ters ¢eviriniz ve kagit havlu iizerine
kalan stvinin akmasi i¢in vurunuz. (Kabarcik kalmadigindan emin olunuz).

4. Substrat: Her kuyucuga 50 pL A Substrat Reaktifi ve ardindan {izerine 50 pL B Substrat Reaktifi ekleyiniz. Karanlikta ve oda
sicakliginda 15 dakika reaksiyona girmesine izin veriniz. (Mavi renk ¢ok soluksa, reaksiyon kontrollii sekilde uzatilabilir.)

5. Durdurma: Her kuyucuga 50 uL. Durdurma Soliisyonu ekleyiniz.

6. Okuma: Bir mikro plaka okuyucu ile 450 nm'de (Referans dalga boyu 595 veya 630 nm) okutarak Optik Yogunlugu (OD degeri;

absorbans degeri) belirleyiniz. (Durdurma soliisyonu eklendikten 10 dakika i¢cinde okuma tamamlanmalidir.)

Sonucun Yorumlanmasi

e Absorbans Degerinin Yiizdesinin Hesaplanmasi:
Absorbans degerinin yiizdesi (%) = A / A0 x %100
A—numunenin veya standartin ortalama OD degeri;
AO0—O0 ppb'lik standartin ortalama OD degeri.

Standartin veya numunenin absorbans yiizdesini hesaplamak i¢in kullanilir.

e Standart Egrinin Cizilmesi ve Hesaplanmasi:

Standartlarin absorbans yiizdesini (A/A0) Y ekseni ve standartlarin karsilik gelen logaritmik konsantrasyonunu (ppb) X ekseni olarak
aliniz.

Standart yar1 logaritmik egrileri X ekseni ve Y ekseni ile ¢iziniz.

Numunelerin absorbans yiizdesini standart egriye aliniz, ardindan standart egriden karsilik gelen konsantrasyonu elde ediniz. Son
olarak, elde edilen konsantrasyon degerlerinin karsilik gelen seyreltme siireleriyle carpilmasi, numunelerin gercek DON
konsantrasyonunu verir.

Kitin profesyonel analiz yazilhminin hesaplama icin kullanilmasi, ¢ok sayida numunenin dogru ve hizh bir sekilde analiz

edilmesini daha kolay hale getirir.
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