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1-STD Total Aflatoxin (AFT) ELISA Kit

NET619 — 96 kuyucuk
Standart Egri Arahgi: 0 — 16.2 ppb
Ornek Tipi: Tahil, Yem, vb.
Capraz Reaksiyon: Aflatoxin B1: %100; Aflatoxin B2: %80; Aflatoxin G1: %75; Aflatoxin G2: %45; Aflatoxin M1: %8

Bilgilendirme

Aflatoksinler, Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus dahil olmak iizere Aspergillus tiirii mantarlar tarafindan tiretilen ikincil
metabolitlerdir. Baglica misir, yer fistig1 ve findik gibi tiriinleri kirletirler. Aflatoksinler temel olarak dort tiire ayrilir: AFB1, AFB2,
AFG1 ve AFG2. Toplam aflatoksin miktar1 genellikle bu dort toksinin toplam miktarini ifade eder. 1. Grup kanserojenler olarak
siiflandirilirlar ve insanlarda ve hayvanlarda karaciger ve bobrekler gibi organ ve dokular i¢in 6nemli tehlikeler olusturduklar

gosterilmigtir. Aflatoksinler giiclii ve oldukga toksik kanserojen maddelerdir.

Uygulama

1-STD Total Aflatoxin (AFT) ELISA Kiti tahil ve yem gibi 6rneklerdeki Total Aflatoxin (AFT) tespit etmek i¢in indirect competitive
enzyme-linked immunoassay (ELISA) yontemini kullanir. Kit, antijen kaplanmis plaka, HRP konjugati, antikorlar, 1 standart (zero)
ve diger destekleyici reaktiflerden olusur. Tespit sirasinda, standart veya numuneler eklendiginde, numunelerdeki AFT, anti-AFT
antikorlariyla birlegsmek icin eslesmis antijenlerle rekabet edecektir. HRP konjugati eklendikten sonra, TMB substratlari ile
renklendirme yapilir. Numunelerin absorbans degeri, AFT igerigiyle negatif bir korelasyona sahiptir. Son olarak, numunedeki AFT

toksin igerigi Nepenthe analiz yazilimi kullanilarak hesaplanabilir.

Kit iqerigi ve Saklama Kosulu

Kitin raf 6mrii 12 aydir ve 2-8 °C'de saklanmalidir. Dondurulmamalidir.

Icerik Miktar
ELISA Microplakasi (Ayrilabilir plaka) 8 kuyu x 12 strip
Standartlar (0 ppb) I mL
Antikor Soliisyonu (mavi kapak) 5.5mL
HRP Konjugati (kirmizi1 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
Yapiskan Membran 1 adet
Kullanim Kilavuzu 1 adet
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Calisma I¢in Gerekli Diger Materyaller

e Mikroplaka okuyucu,

e Ogiitiicii (kati numunelerin homojenizasyonu igin),
o Vorteks karistirict (¢alkalama ve karigtirma igin),

o Santrifiij veya filtre kagidi,

e Hassas Terazi,

e Mikro pipetler (tek kanalli ve ¢ok kanallr),

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 karistirilmalidir. Kopiirtmeye neden olmayiniz.

e (Caligma baslatildiktan sonra, tiim adimlar kesintisiz ve dnerilen siire sinirlar1 iginde tamamlanmalidir.

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

e inkiibasyon sirasinda mikro plakalar1 yapiskan membranla drtiiniiz.

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

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

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

e Son kullanma tarihi gegmis reaktifleri kullanmayiniz.

o Farkli lotlardaki reaktifleri birlestirerek karigtirmayiniz.

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.

e islem sirasinda kullanilan laboratuvar ekipmanlarmin (mikropipetler, ELISA okuyucu vb.) hem hassasiyetini hem de dogrulugunu
kontrol ediniz.

e Laboratuvarda sigara igmeyin, yemek yemeyin, igecek tiiketmeyin veya pipetleme islemini agiz yoluyla yapmayiniz.

e (Calisma sirasinda mutlaka tek kullanimlik eldiven giyiniz.

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

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

o Liitfen kuyucuklardaki igerikleri esit sekilde karistirin ve plakayi iyice yikayin. Tekrarlanabilirlik bilyiik 6l¢lide yikama adiminin
tutarhiligina baghdir.
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On Hazirhk

Liitfen laboratuvar malzemelerinin temiz olmasi gerektigini unutmaymiz. Ornek ve reaktiflerin birbirlerine karigmalarini énlemek igin

tek kullanimlik pipet uglar1 kullanimiz.

Cozelti Hazirlama:

Cozelti 1: %70 Metanol Cozeltisi

7 birim Metanol {izerine 3 birim Deiyonize su ekleyiniz.

Cozelti 2: 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. f)rnegi Hazirlama Islemleri:

1. lyice dgiitiilmiis numuneyi (20 mesh elekten gecen) iyice karistirmiz ve numune aliniz.

2. 5.0 g homojenize numuneyi 50 mL'lik bir santrifiij tiiplinde tartiniz, 25 mL %70 Metanol Cozeltisi ekleyiniz ve 5 dakika
karigtiriniz.

3. Karigimu filtre kagidi kullanarak siiziiniiz veya oda sicakliginda 4000 rpm'de 10 dakika santrifiijleyiniz.

4. Ust stvidan 250 pL yeni tiipe aktariniz ve iizerine 750 uL deiyonize su ekleyiniz, tamamen karistiriniz.

5. Test igin 50 pL aliniz.

Numune Seyreltme Orami: 20 - Tespit limiti: 0,2 ppb

ELISA Protokol Sablonu
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ELISA Protokolii

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

ediniz.

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

kapali posete koyunuz. Kalan kiti buzdolabinda 2-8°C'de saklaymiz.

1.

Numaralandirma: Standart ve numuneleri karsilik gelen mikrokuyucuklara sirayla numaralandiriniz, her numune ve standart i¢in

2 kuyucuklu tekrar onerilir.

. Inkiibasyon: Numaralandirilmis standart kuyucuguna 50 pL standart, her numune kuyucuguna ise 50 uL numune ekleyiniz,

ardindan tim kuyucuklara 50 pL. HRP konjugati ekleyiniz. Son olarak her kuyucuga 50 pL antikor soliisyonu ekleyiniz.
Mikroplakay: yapiskan membranla ortiiniiz ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe ediniz.

Yikama: Yapiskan membrani dikkatlice aginiz ve kuyucuklardaki siviyr ters dondiirerek dokiiniiz. Her kuyucuga 300 pL 1X
Yikama Tamponu pipetleyiniz ve ters ¢evirerek dokiiniiz, bu islemi 5 kez tekrarlayiniz. Plag ters geviriniz ve kagit havlu lizerine
kalan stvinin akmasi igin vurunuz. (Kabarcik kalmadigindan emin olunuz).

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

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 iginde okuma tamamlanmalidir.)

Sonucun Yorumlanmasi

1-STD ELISA Kitini analiz edebilmek i¢in destek@nepenthe.com.tr adresine e-posta gondererek licretsiz Nepenthe Analiz Yazilimini

temin edininiz. Kit kutusunda yazan LOT numarasim yazilimdaki PARTI NO alanina elle giriniz. B/Bo (%) degerleri otomatik olarak

yiiklenecektir. Ardindan 6l¢lim verilerinizi Numune OD Degeri alanina elle giriniz veya yapistiriniz, otomatik olarak sonug

verilecektir.
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