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oder

50–60 °C 
00:25:00

oder

3000 g/00:00:30

00:05:00

ELISA-Verfahren
2.1	 Entnehmen Sie eine Neogen ELISA-Mikrotiterplatte pro Probe und/oder Standardreihe und stellen Sie die Tests 

in den Mikrotiterplattenhalter. Geben Sie die unbenutzten Neogen ELISA-Mikrotiterplatten in den Folienbeutel 
zurück, versiegeln Sie ihn erneut und lagern Sie ihn bei 2–8 °C.

2.2	 Stellen Sie unter Nutzung des Neogen Eiklar Protein Standardkonzentrats eine vierteilige Standardreihe her, die in 
Verdünnungslösung (1x) verdünnt ist. 

Standardreihennummer Standardkonzentration  
(ng/ml) 

Volumen des zum 1x 
Verdünners hinzugefügten 

Standards

Volumen der 1x 
Verdünnungslösung

4 135 10 μl Neogen Eiklar Protein 
Standardkonzentrat

990 µl

3 45 200 μl von 
Standardreihennummer 4

400 µl

2 15 200 μl von 
Standardreihennummer 3

400 µl

1 5 200 μl von 
Standardreihennummer 2

400 µl

0 0 0 400 μl

2.3	 Übertragen Sie mit einer Pipette 100 μl aus jeder Standardreihe in die Neogen ELISA-Mikrotiterplatten. 

•	 Standardreihe 0 (1x Verdünnungslösung)
•	 Standardreihe 1 (5 ng/ml) ppb
•	 Standardreihe 2 (15 ng/ml) ppb
•	 Standardreihe 3 (45 ng/ml) ppb
•	 Standardreihe 4 (135 ng/ml) ppb

2.4	 Übertragen Sie mit einer Pipette 100 μl der in 1.4 hergestellten extrahierten Probe in eine Neogen ELISA-
Mikrotiterplatte. 

2.5	 Inkubieren Sie Neogen ELISA-Mikrotiterplatten bei Raumtemperatur (20–25 °C) und 400 U/min für 30 ± 2 Minuten in 
einem Orbitalschüttler. Halten Sie die Mikrotiterplatten während dieses Schritts bedeckt und waagerecht, um eine 
Verdunstung zu verhindern. 
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00:10:00/Raumtemperatur

Ergebnisanalyse
3.1	 Subtrahieren Sie für jede Probe den durchschnittlichen Hintergrundwert (durchschnittlicher Absorptionswert der 

Probe minus durchschnittlicher Absorptionswert von Standardnull).

3.2	 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 für jede entsprechende Standardreihe 
auf der y-Achse eingetragen und so eine Standardkurve erstellt. Es können auch ein Polynom zweiten Grades 
(quadratisch) oder andere Kurvenanpassungen verwendet werden – diese können jedoch nur eine weniger genaue 
Anpassung der Daten gewährleisten.

3.3	 Berechnen Sie die Probenkonzentration außerhalb der Standardkurve. Die Einheit des Ergebnisses ist in ng/ml (ppb). 
Multiplizieren Sie dieses anschließend mit dem Probenverdünnungsfaktor, um die Konzentration der ursprünglichen 
Probe zu erhalten. Wenn zum Beispiel die Gesamtverdünnung der Probe 1/100 und die Probenkonzentration der 
Standardkurve 200 ng/ml (ppb) beträgt, ist die Endkonzentration der Probe 200 ng/ml x 100 = 20.000 ng/ml (ppb), 
was 20 μg/ml (ppm) ist.

Mindestanforderungen
a.	 Die analytische Nachweisgrenze liegt bei 2,1 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.3 Sie wird durch Addieren von 
drei Standardabweichungen zum mittleren optischen Dichtewert von achtundvierzig Standard-Null-Wiederholungen 
und Berechnen der entsprechenden Konzentration bestimmt.

b.	 Die Bestimmungsgrenze liegt bei 0,5 ppm

	 Die Bestimmungsgrenze ist definiert als die niedrigste Konzentration des Allergens in einer Testprobe, die bei 
einem festgelegten Genauigkeitsgrad quantifiziert werden kann.3 

Präzision
Intra-Assay-Präzision Durchschnitt %CV = <10 N=12
Intra-Assay-Präzision Durchschnitt %CV = <10 N=12

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

Nonclinical Laboratory Studies. 

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.

Erklärung der Symbole
info.neogen.com/symbols
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Veiligheid
De gebruiker dient alle veiligheidsinformatie in de instructies voor de Neogen Eiwit Proteïne ELISA test te lezen, te 
begrijpen en op te volgen. Bewaar de veiligheidsinstructies om deze later te kunnen raadplegen.

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

	 OPMERKING:	 geeft een mogelijk gevaarlijke situatie aan die, als ze niet vermeden wordt, kan resulteren in 
materiële schade.

W WAARSCHUWING
Om de risico's van blootstelling aan chemicaliën te verminderen:
•	 Afvoeren volgens de huidige plaatselijke/regionale/nationale/industriële standaarden en regelgevingen.
•	 De gebruiker moet zijn personeel scholen in de huidige juiste testtechnieken; bijvoorbeeld, Goede 

laboratoriumpraktijken1 of ISO/IEC 170252.
•	 Volg altijd de standaard veiligheidsvoorschriften voor laboratoria op, waaronder het dragen van toepasselijke 

beschermende kleding en oogbescherming bij het hanteren van reagentia.
•	 Vermijd contact van de huid met de Neogen Stopoplossing, raadpleeg het veiligheidsinformatieblad voor 

aanvullende informatie.

Om de risico's te beperken die verbonden zijn aan foutieve negatieve resultaten die kunnen leiden tot de vrijgave 
van besmet product:
•	 Bewaar de Neogen Eiwit Proteïne ELISA test zoals aangegeven wordt op de verpakking en in de productinstructies.
•	 Gebruik de Neogen Eiwit Proteïne ELISA test voor voedings- en omgevingsmonsters die intern of door een derde 

partij zijn gevalideerd.
•	 Volg het protocol en voer de testen exact uit zoals aangegeven in de productinstructies.
•	 Neogen heeft het gebruik van de Neogen Eiwit Proteïne ELISA test niet gedocumenteerd in andere sectoren dan 

de voedings- en drankensector. Neogen heeft dit product bijvoorbeeld niet gedocumenteerd voor farmaceutische, 
cosmetische, klinische of veterinaire monsters. 

Om de risico’s van onjuiste resultaten die tot de vrijlating van besmet product leiden te verminderen, doet u het 
volgende:
•	 Gebruik de Neogen Eiwit Proteïne ELISA test altijd vóór de vervaldatum.
•	 Bereid de werkzame oplossingen met behulp van de geconcentreerde reagentia van de Neogen Eiwit Proteïne 

ELISA test altijd bij een temperatuur van 20-25 °C.
•	 Vries het Neogen Eiwit Proteïne Standaardconcentraat niet in. 
•	 Gebruik de chromogene substraatoplossing niet als deze blauw kleurt. Volg de Goede laboratoriumpraktijken1 om 

kruisbesmetting van de Neogen Chromogene substraatoplossing te voorkomen. 
•	 Neogen® Allergeen eiwit testkits zijn niet bedoeld voor de detectie van gehydrolyseerde eiwitten.
•	 De Neogen Allergene Proteïne Testkits zijn ontworpen om eiwitten uit bewerkte voedingsmiddelen te detecteren 

zodra ze in Neogen extractiebuffer zijn gesolubleerd.  Sommige voedselverwerkingsmethoden kunnen de detectie 
van deze doeleiwitten beperken.

•	 Bepaalde bewerkingen van levensmiddelen kunnen van invloed zijn op de detectie van voedseleiwitten met 
Neogen Allergen Protein Test Kits. Gebruikers moeten nagaan of de methode geschikt is om aan de eisen van de 
gebruiker te voldoen.

OPMERKING
Beperk de risico's van onjuiste resultaten op de volgende wijze:
•	 De stabiliteit van de monsters na extractie is niet geëvalueerd. De ELISA-procedure moet direct na extractie van 

het monster worden uitgevoerd.
•	 Hanteer de Neogen Eiwit Proteïne Standaarden volgens Goede laboratoriumpraktijken1 om kruisbesmetting van 

monsters te voorkomen.

Raadpleeg het veiligheidsinformatieblad voor aanvullende informatie. 

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

Verantwoordelijkheid van de gebruiker
Gebruikers worden geacht zich vertrouwd te maken met de productinstructies en -informatie. Bezoek onze website  
www.neogen.com of neem contact op met uw plaatselijke Neogen-vertegenwoordiger of -distributeur voor meer informatie.
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Resultatenanalyse
3.1	 Trek de gemiddelde achtergrondwaarde van elk monster af (de gemiddelde gemeten absorptie van het monster 

minus de gemiddelde gemeten absorptie van standaard nul).

3.2	 Construeer een standaardcurve, met behulp van computersoftware die in staat is een logische curve met vier 
parameters te genereren, door de concentratie in ng/ml (ppb) op de x-as en de gemeten absorptie van elke 
bijbehorende standaard op de y-as uit te zetten. Een polynoom (kwadratisch) van de tweede orde of andere curves 
kunnen ook worden gebruikt; ze zullen echter een minder nauwkeurig beeld kunnen vormen van de gegevens.

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

Minimale prestatiekenmerken
a.	 De analytische detectiegrens is 2,1 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 waarschijnlijkheidsniveau3. Het wordt bepaald 
door drie standaarddeviaties op te tellen bij de gemiddelde optische dichtheidswaarde van achtenveertig 
herhalingen van standaard nul en de bijbehorende concentratie te berekenen.

b.	 De kwantificatielimiet is 0,5 ppm

	 De kwantificatielimiet wordt gedefinieerd als het laagste niveau van het allergeen in een testmonster dat 
redelijkerwijs gekwantificeerd kan worden op een gespecificeerd precisieniveau3. 

Precisie
Precisie intratest Gemiddeld %CV = <10 N=12
Precisie intertest Gemiddeld %CV = <10 N=12

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

Nonclinical Laboratory Studies. 

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
info.neogen.com/symbols
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Utgivelsesdato: 2024-01

Produktveiledning
	

Eggehviteprotein ELISA Kit 
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) for kvantitativ analyse av eggehviteproteiner. 

Produktbeskrivelse og tiltenkt bruk
Neogen® eggehviteprotein ELISA Kit er beregnet for å påvise eggehviteproteiner i CIP skyllevann, miljøprøver, 
næringsmiddelingredienser og prosesserte næringsmidler.

Neogen eggehviteprotein ELISA Kit bruker en sandwich ELISA. Eggehviteproteinene som er til stede i prøven, reagerer 
med antistoffet anti-eggehvite, som har blitt adsorbert til overflaten av polystyrenmikrotiterbrønnene. Etter fjerning 
av ubundne proteiner ved vasking, tilsettes antistoffer for anti-eggehvite som er konjugert med pepperrotperoksidase 
(HRP). Disse enzymmerkede antistoffene danner komplekser med det tidligere bundne eggehviteproteinet. 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 eggehviteprotein i prøven som testes, absorbansen ved 450 nm er således et mål for konsentrasjonen av 
eggehviteprotein i testprøven. Mengden eggehviteprotein i prøven kan ekstrapoleres fra standardkurven, konstruert fra 
standarder med kjent konsentrasjon, og justeres for å vurdere prøvefortynningen.

Neogen eggehviteprotein ELISA Kit er beregnet for bruk i laboratoriemiljø av kompetente labteknikere som er utdannet 
i laboratorieteknikker. Neogen har ikke godkjent dette produktet for bruk i andre industrier enn mat og drikke. Neogen 
har for eksempel ikke godkjent dette produktet for testing av farmasøytiske, kosmetiske, kliniske eller veterinærprøver. 
Neogen Eggehviteprotein ELISA Kit har ikke blitt evaluert med alle mulige næringsmidler, næringsmiddelprosesser og 
testprotokoller. 

Neogen eggehviteprotein ELISA Kit inneholder 96 brønner, beskrevet i tabell 1. 

Tabell 1. Settkomponenter

Objekt Beskrivelse Preparering 
(se delen 
Preparering 
av reagens for 
detaljer)

Oppbevaring Stabilitet

Neogen® 
eggehviteprotein 
ELISA-brønner 

En foliepose med en 
plate med 96 avtagbare 
antistoffbelagte brønner.

Klar til bruk. 2-8 °C i 
forseglede 
folieposer med 
tørkemiddel.

Lukk folieposen 
som inneholder 
ubrukte brønner 
og tørkemiddel. 
Oppbevares ved 2-8 
°C for å opprettholde 
stabiliteten til 
utløpsdatoen for 
settet.

Neogen® eggehvite 
HRP Conjugate (10X) 

Et hetteglass med 1,5 ml 
10X pepperrotperoksidase 
(HRP) konjugert antistoff 
(10X).

Fortynn 1/10 
umiddelbart før 
bruk for å lage en 
1X arbeidsløsning.

2-8 °C i mørket. 10X-konjugatet 
er holdbart til 
utløpsdatoen for 
settet.

Neogen® 
eggehviteprotein 
standard konsentrat

Et hetteglass med 
kjent konsentrasjon av 
eggehviteprotein.

Se ELISA-
prosedyredelen 
for standard 
preparering.

2-8 °C. Må ikke 
fryses.

Neogen 
eggehviteprotein 
standard konsentrat 
er holdbart til 
utløpsdatoen for 
settet.
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b.	 Kvantifiseringsgrensen (LOQ) er 0,5 ppm

	 Kvantifiseringsgrensen er definert som det laveste nivået av allergenet i en testprøve som kan rimelig kvantifiseres 
på et spesifisert presisjonsnivå på3. 

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

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

Nonclinical Laboratory Studies. 

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
info.neogen.com/symbols
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100µl
900µl

00:30:00/θερμοκρασία δωματίου

4X

4X

100µL

00:10:00/θερμοκρασία δωματίου

00:10:00/θερμοκρασία δωματίου

100µL

Chromogenic
Substrate Solution

100µL

450 nm

Ανάλυση αποτελεσμάτων
3.1	 Αφαιρέστε τη μέση τιμή υποβάθρου για κάθε δείγμα (ένδειξη μέσης απορρόφησης του δείγματος μείον την 

ένδειξη μέσης απορρόφησης του μηδενικού προτύπου).
3.2	 Χρησιμοποιώντας λογισμικό υπολογιστή ικανό να παράγει προσαρμογή λογιστικής καμπύλης τεσσάρων 

παραμέτρων, κατασκευάστε μια πρότυπη καμπύλη σχεδιάζοντας τη συγκέντρωση σε ng/mL (ppb) στον 
άξονα x και την ένδειξη απορρόφησης σε κάθε αντίστοιχο πρότυπο στον άξονα y. Μπορεί επίσης να 
χρησιμοποιηθεί προσαρμογή δεύτερης τάξης πολυωνυμικής (τετραγωνικής) ή άλλης καμπύλης· ωστόσο, θα 
είναι μια λιγότερο ακριβής προσαρμογή των δεδομένων.
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3.3	 Υπολογίστε τις συγκεντρώσεις δείγματος από την πρότυπη καμπύλη· η μονάδα του αποτελέσματος 
είναι ng/mL (ppb). Στη συνέχεια, πολλαπλασιάστε τον συντελεστή αραίωσης δείγματος για να λάβετε τη 
συγκέντρωση του αρχικού δείγματος. Για παράδειγμα, εάν η συνολική αραίωση του δείγματος είναι 1/100, 
και η συγκέντρωση δείγματος της πρότυπης καμπύλης είναι 200 ng/mL (ppb), η τελική συγκέντρωση του 
δείγματος είναι 200 ng/mL x 100 = 20.000 ng/mL (ppb), το οποίο είναι 20 µg/mL (ppm).

Ελάχιστα Χαρακτηριστικά Απόδοσης
α.	 Το Όριο Ανίχνευσης (LOD) της ανάλυσης είναι 2,1 ng/mL (ppb)
	 Το όριο ανίχνευσης ορίζεται ως η χαμηλότερη συγκέντρωση του αλλεργιογόνου στο εξεταζόμενο δείγμα που 

μπορεί να διακριθεί από ένα αληθές τυφλό δείγμα σε καθορισμένο επίπεδο πιθανότητας3. Προσδιορίζεται 
προσθέτοντας τρεις τυπικές αποκλίσεις στην τιμή μέσης οπτικής πυκνότητας σαράντα οκτώ επαναλήψεων 
του μηδενικού προτύπου και υπολογίζοντας την αντίστοιχη συγκέντρωση.

β.	 Το Όριο Ποσοτικού Προσδιορισμού (LOQ) είναι 0,5 ppm
	 Το όριο ποσοτικού προσδιορισμού ορίζεται ως το χαμηλότερο επίπεδο του αλλεργιογόνου σε ένα 

εξεταζόμενο δείγμα που μπορεί να ποσοτικοποιηθεί εύλογα σε ένα συγκεκριμένο επίπεδο πιστότητας3. 

Ακρίβεια
Ακρίβεια εντός δοκιμασίας Μέσος όρος %CV = <10 N=12

Ακρίβεια μεταξύ δοκιμασιών Μέσος όρος %CV = <10 N=12

Βιβλιογραφία
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.

Επεξήγηση των Συμβόλων
info.neogen.com/symbols
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Таблица 2. Подготовка образца

Образец пробы Размер 
пробы

Разведение (1/10)

Твердые пищевые продукты 0,5 ± 0,02 г Добавьте 4,5 ± 0,09 мл предварительно подогретого 
1-кратного экстракционного буфера

Жидкие пищевые продукты 0,5 ± 0,01 мл Добавьте 4,5 ± 0,09 мл предварительно подогретого 
1-кратного экстракционного буфера

Финальная вода CIP-мойки 0,5 ± 0,01 мл Добавьте 4,5 ± 0,09 мл предварительно подогретого 
1-кратного экстракционного буфера

Твердые пищевые продукты

Жидкие пищевые продукты

1.2.	 Инкубируйте разведенные пробы в водяной бане-шейкере или в шейкере-инкубаторе при температуре 
50–60 °C в течение 25 ± 1 мин. Также можно оставить пробы в водяной бане или инкубаторе при 
температуре 50–60 °C и каждые 5 минут вручную встряхивать в течение 1 минуты.

1.3.	 После инкубации центрифугируйте пробы при 5000–7000 об/мин (3000 x г) в течение 20–30 секунд для 
осаждения твердых частиц либо на 5 минут оставьте их в штативе для пробирок для образования осадка. 

1.4.	 Заберите 100 мкл из среднего (водного) слоя и добавьте к 900 мкл раствора разбавителя (1-кратного). 
Хорошо перемешайте путем взбалтывания или встряхивания (это соответствует степени разведения 
исходной пробы 1/100).

или

50–60 °C 
00:25:00
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или

3000 г / 00:00:30

00:05:00

Процедура ELISA
2.1.	 Извлеките по одной ячейке Neogen ELISA для каждой пробы и (или) стандартного раствора и поместите 

их в держатель для ячеек. Верните неиспользованные ячейки Neogen ELISA в фольгированный пакет, 
обратно герметизируйте и поместите обратно на хранение при температуре 2–8 °C.

2.2.	 С помощью Neogen Стандартного концентрата протеина яичного белка подготовьте набор из четырех 
стандартных растворов, разбавленных в растворе разбавителя (1-кратном). 

Номер 
стандартного 

раствора

Концентрация 
стандартного раствора  

(нг/мл) 

Объем стандартного 
раствора, добавляемого к 
1-кратному разбавителю

Объем 1-кратного 
раствора разбавителя

4 135 10 мкл Neogen Стандартного 
концентрата протеина 

яичного белка

990 мкл

3 45 200 мкл стандартного 
раствора 4

400 мкл

2 15 200 мкл стандартного 
раствора 3

400 мкл

1 5 200 мкл стандартного 
раствора 2

400 мкл

0 0 0 400 мкл
2.3.	 Внесите пипеткой по 100 мкл каждого стандартного раствора в ячейки Neogen ELISA. 

•	 Стандартный раствор 0 (1-кратный раствор разбавителя)
•	 Стандартный раствор 1 (5 нг/мл) ppb
•	 Стандартный раствор 2 (15 нг/мл) ppb
•	 Стандартный раствор 3 (45 нг/мл) ppb
•	 Стандартный раствор 4 (135 нг/мл) ppb

2.4.	 Внесите пипеткой 100 мкл экстрагированной пробы, подготовленной на этапе 1.4, в ячейку Neogen 
ELISA. 

2.5.	 Инкубируйте ячейки Neogen ELISA в орбитальном шейкере со скоростью 400 об/мин при комнатной 
температуре (20–25 °C) в течение 30 ± 2 мин. Во избежание испарения на этом этапе ячейки должны 
оставаться накрытыми и в ровном положении. 

2.6.	 После инкубации удалите содержимое ячеек Neogen ELISA с помощью аспиратора.
2.7.	 Полностью заполните каждую ячейку Neogen ELISA 1-кратным раствором для промывания и удалите 

аспиратором. Если промывание выполняется вручную, переверните планшет, вылейте (вытряхните) 
содержимое в контейнер для отходов и резко постучите ячейками о впитывающую бумагу, чтобы 
удалить остатки раствора для промывания. Трижды повторите этот этап, чтобы выполнить промывание 
четыре раза. 

2.8.	 Внесите пипеткой 100 мкл 1-кратного конъюгата HRP для яичного белка в каждую ячейку Neogen ELISA. 
Инкубируйте на орбитальном шейкере со скоростью 400 об/мин при комнатной температуре в течение 
10 ± 2 мин. На этом этапе планшет должен оставаться накрытым, в темноте и в ровном положении.
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2.9	 Повторите этапы 2.6 и 2.7, чтобы выполнить промывание раствором для промывания (1-кратным) 
четыре раза.

2.10	С помощью пипетки поместите 100 мкл Neogen Раствора хромогенного субстрата (ТМБ) в каждую 
ячейку Neogen ELISA.

2.11	Инкубируйте на орбитальном шейкере со скоростью 400 об/мин при комнатной температуре в течение 
10 минут. На этом этапе планшет должен оставаться накрытым, в темноте и в ровном положении.

2.12	После инкубации добавьте по 100 мкл Neogen Останавливающего раствора в каждую ячейку Neogen 
ELISA и определите абсорбцию (при длине волны 450 нм) в течение 30 минут. 

00:30:00 / комнатная температура

00:10:00 / комнатная температура

00:10:00 / комнатная температура
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Анализ результатов
3.1.	 Вычтите среднее фоновое значение для каждой пробы (средний показатель абсорбции пробы минус 

средний показатель абсорбции нулевого стандартного раствора).
3.2.	 С помощью компьютерного программного обеспечения для расчета четырехпараметрической 

логистической регрессии постройте стандартную кривую: для этого нанесите значения концентрации 
в нг/мл (ppb) на ось X и соответствующие каждому стандартному раствору значения абсорбции на 
ось Y. Можно также использовать полином второго порядка (квадратичный) или другие кривые 
приближения, однако они будут менее точным приближением данных.

3.3.	 Рассчитайте концентрации проб по стандартной кривой. Единица измерения результатов — нг/мл 
(ppb). Затем умножьте на коэффициент разбавления пробы, чтобы получить концентрацию исходной 
пробы. Например, если общая степень разведения пробы составляет 1/100 и концентрация пробы на 
стандартной кривой составляет 200 нг/мл (ppb), окончательная концентрация пробы составляет  
200 нг/мл x 100 = 20 000 нг/мл (ppb), что равно 20 мкг/мл (ppm).

Минимальные рабочие характеристики
a.	 Аналитический предел обнаружения (LOD) составляет 2,1 нг/мл (ppb).
	 Пределом обнаружения считается низшая концентрация аллергена в исследуемой пробе, которую 

можно отличить от истинной холостой пробы с указанным уровнем вероятности3. Определяется путем 
сложения трех среднеквадратических отклонений и среднего значения оптической плотности сорока 
восьми реплик стандартного нулевого раствора и подсчета соответствующей концентрации.

б.	 Предел количественного определения (LOQ) составляет 0,5 ppm.
	 Пределом количественного определения считается низший уровень аллергена в исследуемой пробе, 

который можно в разумной мере количественно оценить с указанным уровнем точности3. 

Точность
Точность в пределах одного 
анализа

Средн. %CV = < 10 N = 12

Точность в пределах разных 
анализов

Средн. %CV = < 10 N = 12

Ссылки
1.	 Управление по контролю качества пищевых продуктов и лекарственных средств США. Свод 

федеральных постановлений, статья 21, часть 58. Надлежащая лабораторная практика для 
доклинических лабораторных исследований.

2.	 ISO/IEC 17025. Общие требования к компетентности испытательных и калибровочных лабораторий.
3.	 Эбботт М., Хэйуорд С., Росс В., Годфруа С. Б., Ульберт Ф., Ван Хенгель А. Дж., Робертс Дж., Акияма Х., 

Поппинг Б., Еун Дж. М., Уэлинг П., Тейлор С., Помс Р. Э. и Делао П. (2010 г.). Приложение M. Процедуры 
подтверждения методов количественного анализа пищевых аллергенов ELISA: общие правила и 
рекомендуемые методики. J. AOAC Int. 93, 442-450.

Пояснение символов
info.neogen.com/symbols
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Ürün Talimatları
	

Yumurta Akı Proteini ELISA Kiti 
Yumurta akı proteinlerinin nicel analizi için Enzime Bağlı İmmunosorbent Test (ELISA). 

Ürün Tanımı ve Kullanım Amacı
Neogen® Yumurta Akı Proteini ELISA Kiti, yerinde temizleme (CIP) son durulama suyu, çevresel svab örnekleri, gıda 
bileşenleri ve işlenmiş gıda ürünlerinde yumurta akı proteinlerinin algılanması için geliştirilmiştir.

Neogen Yumurta Akı Proteini ELISA Kitinde sandviç ELISA kullanılır. Örnekte bulunan yumurta akı proteinleri, 
polistiren mikrotitre yuvalarının yüzeyine tutunan yumurta akı karşıtı antikorla reaksiyona girer. Bağsız proteinler 
yıkanarak giderildikten sonra yabanturbu peroksidaz (HRP) ile bağlı yumurta akı karşıtı antikorlar ilave edilir. Bu enzimle 
işaretlenmiş antikorlar, önceden bağlı olan yumurta akı proteiniyle bileşikler oluşturur. İkinci yıkama adımının ardından, 
kromojenik bir substrat olan 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin (TMB) ilave edilerek immunoabsorbente bağlı enzim tespit edilir. 
Bu enzim reaksiyonundan ortaya çıkan renk, test edilen örnekteki yumurta akı proteininin yoğunluğuna doğrudan bağlı 
olarak değiştiğinden, 450 nm’deki emilim, test örneğindeki yumurta akı proteini yoğunluğunun ölçümü için kullanılır. Test 
örneğinde mevcut yumurta akı proteininin miktarı, bilinen yoğunluk standartlarından hareketle standart eğriden tahmin 
edilebilir ve örneğin seyreltilmesi göz önünde bulundurularak değerlendirilebilir.

Neogen Yumurta Akı Proteini ELISA Kiti laboratuvar teknikleri konusunda eğitim almış uzmanlar tarafından bir laboratuvar 
ortamında kullanıma yöneliktir. Neogen, bu ürünü yiyecek veya içecek endüstrileri dışında kullanım için tescil ettirmemiştir. 
Örneğin Neogen bu ürünü farmasötik ürünler, kozmetik malzemeler, klinik veya veterinerlik amaçlı numunelerin testlerinde 
kullanım için tescil ettirmemiştir. Neogen Yumurta Akı Proteini ELISA Kiti, tüm potansiyel gıda ürünleri, gıda işlemleri ve test 
protokolleriyle değerlendirilmemiştir. 

Neogen Yumurta Akı Proteini ELISA Kiti, Tablo 1’de açıklanan 96 yuvaya sahiptir. 

Tablo 1. Kit bileşenleri

Malzeme Tanım Hazırlama 
(ayrıntılar için 
bkz. Reaktifin 
Hazırlanması 
Bölümü)

Saklama Stabilite

Neogen® Yumurta 
Akı Proteini ELISA 
Yuvaları 

96 çıkarılabilir antikor kaplı 
yuva içeren bir adet folyo 
poşet.

Kullanıma hazır. Nem çekicili 
mühürlü folyo 
poşette 2-8°C.

Kullanılmamış 
yuvalar ve nem 
çekici içeren 
folyo poşeti tekrar 
mühürleyin. Kitin 
son kullanma 
tarihine kadar 
stabiliteyi korumak 
için 2-8°C sıcaklıkta 
saklayın.

Neogen® Yumurta Akı 
HRP Konjugatı (10X) 

1,5 mL 10X Yabanturbu 
Peroksidazla (HRP) Bağlı 
antikor içeren bir adet şişe 
(10X).

1X çalışma çözeltisi 
hazırlamak için 
kullanımdan hemen 
önce 1/10 oranında 
seyreltin.

Karanlıkta 
2-8°C. 

10X konjugat, kit 
üzerindeki son 
kullanım tarihine 
kadar stabildir.

Neogen® Yumurta 
Akı Proteini Standart 
Konsantresi

Bilinen yoğunlukta yumurta 
akı proteini içeren bir adet 
şişe.

Standart hazırlama 
için ELISA Prosedürü 
Bölümünü inceleyin.

2-8°C. 
Dondurmayın.

Neogen Yumurta 
Akı Proteini 
Standart 
Konsantresi, kitin 
son kullanım 
tarihine kadar 
stabildir.
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Neogen® Seyreltici 
(5X)

50 mL 5X Seyreltici içeren bir 
adet şişe.

1X çalışma çözeltisi 
hazırlamak için 
kullanımdan hemen 
önce 1/5 oranında 
seyreltin.

2-8°C 5X Neogen 
Seyreltici Çözelti, 
kit üzerindeki son 
kullanım tarihine 
kadar stabildir. 

Neogen® Yıkama 
Çözeltisi (20X)

50 mL 20X yıkama çözeltisi 
içeren bir adet şişe.

1X çalışma çözeltisi 
elde etmek için 1/20 
oranında seyreltin.

Hem 1X çalışma 
çözeltisi hem 
de 20X Yıkama 
Çözeltisi 
konsantrasyonu 
için 2-8°C.

20X Neogen 
Yıkama Çözeltisi, 
kit üzerindeki son 
kullanım tarihine 
kadar stabildir. 1X 
Yıkama Çözeltisi, 
hazırlandıktan sonra 
en az bir hafta 
stabildir. 

Neogen® Özütleme 
Tamponu E26 (4X)

120 mL 4X özütleme tamponu 
içeren bir adet şişe.

1X çalışma çözeltisi 
elde etmek için 1/4 
oranında seyreltin. 
Çalışma çözeltisi, 
kullanılmadan önce 
50-60°C sıcaklığa 
kadar ısıtılmalıdır.

Hem 1X çalışma 
çözeltisi hem 
de 4X Neogen 
Özütleme 
Tamponu 
konsantresi için 
2-8°C.

1X Özütleme 
Tamponu ve 4X 
Neogen Özütleme 
Tamponu, kitin son 
kullanım tarihine 
kadar stabildir.

Neogen® Kromojenik 
Substrat Çözeltisi

12 mL 
3,3’,5,5’-tetrametilbenzidin 
(TMB) içeren bir adet şişe.

Kullanıma hazır. Karanlıkta 
2-8°C.

Işıktan koruyun. 
Neogen Kromojenik 
Substrat Çözeltisi, 
kit üzerindeki son 
kullanım tarihine 
kadar stabildir.

Neogen® Stop 
Çözeltisi

12 mL 0,3 M sülfürik asit 
içeren bir adet şişe.

Kullanıma hazır. 2-8°C Neogen Stop 
Çözeltisi, kit 
üzerindeki son 
kullanım tarihine 
kadar stabildir. 

Kitte verilmeyen malzemeler: 

•	 10 ila 100 μL arası toplamak için hassas pipetler ve pipet uçları
•	 Test tüpleri
•	 Mikrotitre plakası yıkayıcı/emici
•	 Damıtılmış veya deiyonize su
•	 Mikrotitre plakası okuyucu 
•	 Reaktif ve tampon çözelti hazırlamak için çeşitli laboratuvar malzemeleri
•	 Zamanlayıcı
•	 Vorteks
•	 Çalkalamalı su banyosu veya çalkalamalı inkübatör
•	 Yörüngeli çalkalayıcı

Güvenlik
Kullanıcı, Neogen Yumurta Akı Proteini ELISA Kiti talimatlarında yer alan tüm güvenlik bilgilerini okumalı, anlamalı ve 
uygulamalıdır. Güvenlik talimatlarını ileride başvurmak üzere saklayın.

	 UYARI:	 Önlenmemesi halinde ölüm ya da ciddi yaralanma ve/veya mal zararı ile sonuçlanabilecek tehlikeli bir 
durumu gösterir.

	 BİLDİRİM:	 Kaçınılmaması halinde maddi zarar ile sonuçlanabilen olası tehlikeli bir durumu gösterir.

W UYARI
Kimyasal maddelere maruz kalınmasıyla ilişkili riskleri azaltmak için:
•	 Geçerli yerel/bölgesel/ulusal standartlara ve yönetmeliklere/sektör standartlarına ve yönetmeliklere göre imha edin.
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•	 Kullanıcının güncel ve doğru test teknikleri, örneğin İyi Laboratuvar Uygulamaları1 veya ISO/IEC 170252 konusunda 
personeline eğitim vermesi gerekir.

•	 Reaktiflerle çalışırken, uygun koruyucu kıyafet ve gözlük kullanımı dahil olmak üzere daima standart laboratuvar 
güvenlik uygulamalarını izleyin.

•	 Neogen Stop Çözeltisinin deriye temas etmesinden kaçının. İlave güvenlik bilgileri için Güvenlik Veri Sayfasını inceleyin.

Kontamine ürünün açığa çıkmasına yol açan yanlış negatif sonuçlar ile ilişkili riskleri azaltmak için:
•	 Neogen Yumurta Akı Proteini ELISA Kitini ambalaj üzerinde ve ürün talimatlarında belirtildiği şekilde saklayın.
•	 Neogen Yumurta Akı Proteini ELISA Kitini dahili olarak veya bir üçüncü tarafça valide edilmiş gıda ve çevre örnekleri 

ile kullanın.
•	 Tam olarak ürün talimatlarında belirtildiği şekilde protokolü uygulayın ve testleri gerçekleştirin.
•	 Neogen, Neogen Yumurta Akı Proteini ELISA Kitini yiyecek veya içecek endüstrileri dışında kullanım için 

belgelememiştir. Örneğin Neogen bu ürünü farmasötik ürünler, kozmetik malzemeler, klinik veya veterinerlik amaçlı 
numunelerin testlerinde kullanım için tescil ettirmemiştir. 

Kontamine ürünün açığa çıkmasına yol açan hatalı sonuçlar ile ilişkili riskleri azaltmak için:
•	 Neogen Yumurta Akı Proteini ELISA Kitini mutlaka son kullanım tarihinden önce kullanın.
•	 Neogen Yumurta Akı Proteini ELISA Kitiyle konsantre reaktiflerini kullanarak çalışma çözeltilerini her zaman  

20-25°C sıcaklıklarda hazırlayın.
•	 Neogen Yumurta Akı Proteini Standart Konsantresini dondurmayın. 
•	 Rengi maviye dönmüş Kromojenik Substrat Çözeltisini kullanmayın. Neogen Kromojenik Substrat Çözeltisinin 

çapraz kontaminasyonundan kaçınmak için İyi Laboratuvar Uygulamalarına1 uyun. 
•	 Neogen® Allerjen Proteini Test Kitleri hidrolize proteinlerin tespiti için uygun değildir.
•	 Neogen Alerjen Protein Test Kitleri, işlenmiş gıdalardaki proteinleri Neogen Ekstraksiyon Tampon Solusyonu’nda 

solubilize edildikten sonra tespit etmek üzere tasarlanmıştır.  Bazı gıda işleme yöntemleri bu hedef proteinlerin 
tespitini sınırlayabilir.

•	 Bazı gıda işleme yöntemleri gıda proteinlerinin Neogen Alerjen Protein Test Kitleri ile tespitini etkileyebilir. 
Kullanıcılar, yöntemin kullanıcı gereksinimlerini karşılamak için amaca uygun olduğunu doğrulamalıdır.

BİLDİRİM
Hatalı sonuçlara ilişkin riskleri azaltmak için:
•	 Özütleme sonrasında örneklerin stabilitesi değerlendirilmemiştir. ELISA prosedürü, örnek özütlendikten hemen 

sonra yapılmalıdır.
•	 Örneklerin çapraz kontaminasyonunu önlemek için Neogen Yumurta Akı Proteini Standartlarını İyi Laboratuvar 

Uygulamalarına1 uygun olarak uygulayın.

Detaylı bilgi için Güvenlik Veri Formuna başvurun. 

Ürün performansıyla ilgili dokümantasyon için www.neogen.com adresindeki web sitemizi ziyaret edin veya yerel 
Neogen temsilciniz ya da dağıtıcınızla iletişim kurun.

Kullanıcının Sorumluluğu
Kullanıcılar ürün talimatları ve bilgileri hakkında bilgi edinmekle yükümlüdür. Daha fazla bilgi için www.neogen.com adresini 
ziyaret edin ya da yerel Neogen temsilcinizle veya dağıtımcınızla iletişim kurun.

Gıda analizi için kullanılan tüm test yöntemlerinde olduğu gibi test matrisi sonuçları etkileyebilir. Bir test yöntemi 
seçilirken numune alma yöntemleri, test protokolleri, numunenin hazırlanması, işlem yapılması ve laboratuvar tekniği gibi 
dış faktörlerin sonuçları etkileyebileceğinin bilinmesi gerekir. Gıda numunesinin kendisi sonuçları etkileyebilir. 

Seçilen test yönteminin kullanıcının kriterlerini karşıladığı konusunda kullanıcıyı tatmin edecek yeterli sayıda numuneyi 
değerlendirmek üzere herhangi bir test yönteminin seçilmesi kullanıcının sorumluluğundadır.

Tüm test yöntemlerinin ve sonuçlarının müşteri ve tedarikçi gereksinimlerini karşılamasını sağlamak yine kullanıcının 
sorumluluğundadır.

Tüm test yöntemlerinde olduğu gibi, herhangi bir Neogen Gıda Güvenliği ürününün kullanılmasından elde edilen sonuçlar 
test edilen matrislerin veya süreçlerin kalitesi konusunda bir garanti oluşturmaz.

Garanti Sınırlaması/Yasal Yollara İlişkin Sınırlama
NEOGEN, HER BİR ÜRÜN AMBALAJININ ÜZERİNDEKİ SINIRLI GARANTİ KISMINDA AÇIKÇA BELİRTİLENLER 
HARİCİNDE, PAZARLANABİLİRLİK VEYA BELİRLİ BİR KULLANIMA UYGUNLUK GARANTİLERİ DAHİL ANCAK 
BUNLARLA SINIRLI OLMAMAK ÜZERE TÜM AÇIK VEYA ZIMNİ GARANTİLERİ KABUL ETMEMEKTEDİR. Herhangi 
bir Neogen Gıda Güvenlik Ürünü'nün kusurlu olması durumunda, Neogen veya yetkili dağıtıcısı, tercihine göre ürünü 
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değiştirecek veya ürün satış tutarını iade edecektir. Tarafınıza münhasır çözümler bunlardır. Diğer her türlü sorunuz için 
lütfen Neogen temsilciniz veya yetkili Neogen distribütörünüz ile iletişim kurun.

Neogen Sorumluluğunun Sınırlandırılması
NEOGEN DOĞRUDAN, DOLAYLI, ÖZEL, ARIZİ VEYA NETİCE KABİLİNDEN DOĞMUŞ, KAYBEDİLMİŞ KAZANÇLAR 
DAHİL ANCAK BUNUNLA SINIRLI OLMAMAK ÜZERE HERHANGİ BİR KAYIP VEYA ZARARDAN SORUMLU 
OLMAYACAKTIR. Hiçbir durumda Neogen'in herhangi bir hukuk kuramı altındaki sorumluluğu, kusurlu olduğu iddia 
edilen ürünün satış fiyatını aşamaz. 

Saklama ve İmha
Neogen Yumurta Akı Proteini ELISA Kitinin içindekileri 2-8°C sıcaklıkta saklayın. Dondurmayın. Seyreltilmiş çalışma 
çözeltilerini Tablo 1’de açıklandığı biçimde saklayın. 

Neogen Yumurta Akı Proteini ELISA Kiti bileşenleri, son kullanım tarihinden sonra saklanmamalıdır. Son kullanma tarihi ve 
lot numarası kutunun dış yüzündeki etikette belirtilmiştir. 

Geçerli yerel/bölgesel/ulusal standartlara ve yönetmeliklere/sektör standartlarına ve yönetmeliklere göre imha edin.

Kullanım Talimatları
Tüm talimatları dikkate izleyin. Bu uyarının dikkate alınmaması hatalı sonuçlara neden olabilir.

Reaktifin Hazırlanması
Tüm reaktifleri, kullanmadan önce oda sıcaklığına (20-25°C) getirin. Çalışma çözeltilerini seyreltmek ve saklamak için 
temiz laboratuvar malzemeleri kullanın.

a.	 Neogen Özütleme Tamponu

	 1X Özütleme Tamponu hazırlamak için Neogen Özütleme Tamponundan (4X) bir birim ilave edin ve üç birim 
deiyonize veya damıtılmış suda seyreltin. Özütleme Tamponunu (1X) kullanmadan önce su banyosu veya çalkalamalı 
inkübatörde 50-60°C’ye önceden ısıtın. Her bir örnek için 4,5 mL 1X Özütleme Tamponu gereklidir. 

b.	 Neogen Seyreltici Çözelti

	 1X Seyreltici çözeltiyi hazırlamak için bir birim Neogen Seyrelticiyi (5X) dört birim deiyonize veya damıtılmış suya 
ilave edin. Her örnek, toplam 4,5 mL 1X Seyreltici çözelti içerir.

c.	 Neogen Yıkama Çözeltisi

	 1X Yıkama Çözeltisi hazırlamak için bir birim Neogen Yıkama Çözeltisini (20X) 19 birim deiyonize veya damıtılmış 
suya ilave edin. Her bir Neogen ELISA Yuvası için yaklaşık 2,5 mL 1X Yıkama Çözeltisi gerekir. 

	 Not: 2-8°C sıcaklıkta saklandığında, Neogen Yıkama Çözeltisinde (20X) kristaller oluşabilir. Kristalleri çözmek için 
Yıkama Çözeltisini (1X) hazırlamadan önce Neogen Yıkama Çözeltisini (20X) yıkama banyosu veya inkübatörde 30-
35°C sıcaklığa ısıtın.

d.	 Neogen Yumurta Akı HRP Konjugatı

	 1X Yumurta Akı HRP Konjugatı hazırlamak için bir birim Neogen Yumurta Akı HRP Konjugatı (10X) ilave edin ve 9 
birim 1X Seyreltici çözelti içinde seyreltin. Kullanımdan hemen önce hazırlayın. Her bir Neogen ELISA Yuvası için 
100 μL 1X Yumurta Akı HRP Konjugatı gerekir. 

Örnek Hazırlama
Not: Tüm örnekler, 50-60°C sıcaklığa önceden ısıtılarak 1X Özütleme Tamponuyla özütlenmelidir.

1.1	 Tablo 2’de açıklandığı gibi temiz bir test tüpü veya tek kullanımlık bir tüpte protein özütleme için örnek hazırlayın. 

Tablo 2. Örnek hazırlama

Örnek matrisi Örnek boyutu Seyreltme (1/10)
Katı gıdalar 0,5 ± 0,02 g 4,5 ± 0,09 mL önceden ısıtılmış 1X Özütleme Tamponu 

ilave edin
Sıvı gıdalar 0,5 ± 0,01 mL 4,5 ± 0,09 mL önceden ısıtılmış 1X Özütleme Tamponu 

ilave edin
Yerinde Temizleme (CIP) Son Durulama 
Suyu

0,5 ± 0,01 mL 4,5 ± 0,09 mL önceden ısıtılmış 1X Özütleme Tamponu 
ilave edin
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Katı

Sıvı

1.2	 Seyreltilmiş örnekleri çalkalamalı su banyosu veya çalkalamalı inkübatörde 25 ± 1 dakika boyunca 50-60° sıcaklıkta 
inkübe edin. Diğer bir seçenek, örnekleri su banyosu veya inkübatörde 50-60°C’de bırakmak ve her 5 dakikada 1 
dakika manuel olarak çalkalamaktır.

1.3	 İnkübasyonun ardından, parçacıkların pelletlenmesini sağlamak için örnekleri 20 ila 30 saniye boyunca 5000-7000 rpm 
(3000 x g) devirde santrifüjleyin veya test tüpü rafında 5 dakika boyunca çökelmeye bırakın. 

1.4	 Ara (sulu) katmandan 100 μL alın ve 900 μL Seyreltici Çözeltiye (1X) ilave edin. İyice karışması için vorteksleyin veya 
çalkalayın. (Bu, örneğin ilk halinin 1/100 oranında seyreltilmesine karşılık gelir.)

ya da

50-60°C 
00:25:00

ya da

3000 g / 00:00:30

00:05:00
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ELISA Prosedürü
2.1	 Örnek ve/veya standart başına bir Neogen ELISA Yuvasını çıkarın ve yuvaları yuva tutucuya yerleştirin. 

Kullanılmamış Neogen ELISA Yuvalarını tekrar folyo poşete yerleştirin, yeniden mühürleyin ve tekrar 2-8°C 
sıcaklıkta saklayın.

2.2	 Neogen Yumurta Akı Proteini Standart Konsantresini kullanarak Seyreltici Çözeltide (1X) seyreltilmiş dört standart 
hazırlayın. 

Standart Numarası Standart Konsantrasyonu  
(ng/mL) 

1X Seyrelticiye ilave edilmiş 
standart hacmi

1X Seyreltici çözelti hacmi

4 135 10 μL Neogen Yumurta Akı 
Proteini Standart Konsantresi

990 μL

3 45 200 μL standart no. 4 400 μL
2 15 200 μL standart no. 3 400 μL
1 5 200 μL standart no. 2 400 μL
0 0 0 400 μL

2.3	 Her bir standarttan 100 μL’yi pipetle Neogen ELISA Yuvalarına aktarın. 

•	 Standart 0 (1X Seyreltici Çözelti)
•	 Standart 1 (5 ng/mL) ppb
•	 Standart 2 (15 ng/mL) ppb
•	 Standart 3 (45 ng/mL) ppb
•	 Standart 4 (135 ng/mL) ppb

2.4	 1.4’te hazırlanan 100 μL özütlenmiş örneği pipetle Neogen ELISA Yuvasına aktarın. 

2.5	 Neogen ELISA Yuvalarını 400 rpm devire ayarlanmış yörüngeli çalkalayıcıda ortam sıcaklığında (20-25°C) 30 ± 2 
dakika inkübe edin. Buharlaşmayı önlemek için bu adımda yuvaları kapalı ve düz tutun. 

2.6	 İnkübasyonun ardından, Neogen ELISA Yuvalarının içeriğini çekin.

2.7	 Her bir Neogen ELISA Yuvasını 1X Yıkama Çözeltisiyle tamamen doldurun ve çekin. Yıkama işleminin manuel 
olarak yapılması durumunda, plakayı ters çevirin ve içindekileri çöp kutusuna boşaltın yıkama çözeltisi kalıntılarını 
gidermek için yuvaları emici bir kağıda sertçe vurun. Toplam [dört] yıkama için bu adımı [üç] kez tekrarlayın. 

2.8	 Her bir Neogen ELISA Yuvasına pipetle 100 μL 1X Yumurta Akı HRP Konjugatı boşaltın. 400 rpm devire ayarlanmış 
yörüngeli çalkalayıcıda ortam sıcaklığında 10 ± 2 dakika inkübe edin. Bu adımda plakayı karanlık ve düz tutun.

2.9	 Yıkama Çözeltisiyle (1X) toplam [dört] yıkamayı tamamlamak için 2.6 ve 2.7 adımlarını tekrarlayın.

2.10	100 μL Neogen Kromojenik Substrat Çözeltisini (TMB) Neogen ELISA Yuvalarının her birine pipetle doldurun.

2.11	400 rpm devire ayarlanmış yörüngeli çalkalayıcıda ortam sıcaklığında 10 dakika inkübe edin. Bu adımda plakayı 
karanlık ve düz tutun.

2.12	İnkübasyonun ardından, Neogen ELISA Yuvalarının her birine 100 μL Neogen Stop Çözeltisi ilave edip (450 nm’de) 
30 dakika içinde emilimi tespit edin. 
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00:30:00/ortam sıcaklığı

00:10:00/ortam sıcaklığı

00:10:00/ortam sıcaklığı

Sonuç Analizi
3.1	 Her bir örneğin ortalama arka plan değerini çıkarın (Örneğin ortalama emilim değeri eksi standart 0 ortalama emilim 

değeri.)

3.2	 Dört parametreli lojistik eğri uydurma oluşturabilen bir bilgisayar yazılımı ile ng/mL (ppb) cinsinden konsantrasyonu 
x eksenine, karşılık gelen her bir standardın emilim değerini y eksenine çizerek bir standart eğri oluşturun. İkinci 
derece çok terimli (ikilenik) veya başka eğri uydurma türleri de kullanılabilir, ancak bunlar daha az hassas bir veri 
uyumu sağlayacaktır.

3.3	 Standart eğrinin dışındaki örnek konsantrasyonlarını hesaplayın. Sonuç birimi ng/mL (ppb) olacaktır. Ardından, 
örneğin ilk halinin konsantrasyonunu elde etmek için seyreltme katsayısıyla çarpın. Örneğin, toplam seyreltme  
oranı 1/100 ve standart eğrinin örnek konsantrasyonu 200 ng/mL (ppb) ise örneğin son konsantrasyonu  
200 ng/mL x 100 = 20.000 ng/mL (ppb), yani 20 µg/mL (ppm) olacaktır.

Minimum Performans Özellikleri
a.	 Analitik Algılama Limiti (LOD) 2,1 ng/mL’dir (ppb)

	 Algılama limiti, belirtilen olasılık seviyesinde gerçek boş örnekten ayırt edilebilen test örneğinde alerjenin en düşük 
konsantrasyonu olarak tanımlanır3. Bu değer, kırk sekiz standart 0 tekrarının ortalama optik yoğunluk değerine üç 
standart sapmanın eklenmesi ve buna karşılık gelen konsantrasyonun hesaplanmasıyla belirlenir.

b.	 Ölçüm Limiti (LOQ) 0,5 ppm’dir

	 Ölçüm limiti, belirtilen hassaslık seviyesinde makul düzeyde ölçülebilen bir test örneğindeki en düşük alerjen 
seviyesi olarak tanımlanır3. 
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Hassaslık
Deney İçi Hassaslık Ortalama %CV = <10 N=12
Deneyler Arası Hassaslık Ortalama %CV = <10 N=12

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

Nonclinical Laboratory Studies. 

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.

Sembollerin Açıklaması
info.neogen.com/symbols
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製品情報
	

卵白プロテインELISAキット 
卵白タンパク質の定量分析用酵素結合免疫吸着検査（ELISA）キットです。 
製品の概要および用途
Neogen® 卵白プロテインELISAキットは、定置洗浄水（CIP）の最終洗浄水、環境スワブ検体、食材、加工食品に存在する卵白タン
パク質の検出用キットです。
Neogen 卵白プロテインELISAキットはサンドイッチELISAを利用しています。 検体中に存在する卵白タンパク質は、ポリスチレン
製マイクロタイタープレートのウェル表面に吸着された抗卵白抗体と反応します。 洗浄による未結合タンパク質の除去後、西洋ワ
サビペルオキシダーゼ（HRP）と結合した抗卵白抗体を添加します。 これらの酵素標識抗体は、以前に結合した卵白タンパク質と
複合体を形成します。 2度目の洗浄後、免疫吸着剤に結合した酵素は、発色基質である3,3’,5,5’-テトラメチルベンジジン（TMB）
を添加することで検出されます。 酵素反応による発色は、検査した検体中の卵白タンパク質の濃度に応じて直接変化します。した
がって、450 nmでの吸光度は、検体中の卵白タンパク質の濃度を測る指標となります。 検体中の卵白タンパク質量は、既知の濃
度標準から描出した標準曲線から外挿でき、検体希釈を考慮して調整できます。
Neogen 卵白プロテインELISAキットは、検査技術の訓練を受けた技術者が検査室環境で使用することを想定しています。 
Neogenは、食品または飲料以外の産業における本製品の使用に関しては検証しておりません。 たとえば、Neogenは、本製品を
医薬品、化粧品、臨床または動物診断検体の検査で使用することについて検証しておりません。 Neogen 卵白プロテインELISAキ
ットは、あらゆる食材、食品製造工程、検査プロトコルについて評価されたわけではありません。 
Neogen 卵白プロテインELISAキットは、表1に記載のとおり96検体用となっています。 
表1. キットの内容

品目 特徴 調製	
（詳細については「試
薬の調製」セクションを
参照してください）

保管 安定性

Neogen® 卵白プロテイ
ンELISAウェル 

除去可能な抗体でコーティング
された96ウェルプレート1枚入り
のホイルバッグ1個。

調整済みです。 乾燥剤を入れ
たホイルバッ
グに密封して2
～8°Cで保管し
てください。

未使用のウェルと乾燥
剤を入れたホイルバッ
グを再度密封してくだ
さい。 キットの使用期
限まで安定性を維持す
るには、2～8°Cで保管
してください。

Neogen® 卵白HRPコ
ンジュゲート（10倍） 

10倍西洋ワサビペルオキシダ
ーゼ（HRP）標識抗体（10倍）1.5 
mL入りのバイアル1本。

使用直前に1/10に希釈
して、1倍の希釈標準溶
液を調製してください。

暗所にて2
～8°Cで保管し
てください。 

10倍コンジュゲートは
キットの使用期限まで
安定性を維持します。

Neogen® 卵白プロテイ
ン標準濃縮液

既知濃度の卵白タンパク質濃縮
液入りのバイアル1本。

標準的な調製手順につ
いては、「ELISAの手順」
セクションを参照してく
ださい。

2～8°C。 冷凍
しないでくだ
さい。

Neogen 卵白プロテイ
ン標準濃縮液は、キット
の使用期限まで安定性
を維持します。

Neogen® 希釈液（5倍） 5倍希釈液50 mL入りのボトル
1本。

使用直前に1/5に希釈
して、1倍の希釈標準溶
液を調製してください。

2～8°C 5倍のNeogen 希釈溶
液は、キットの使用期
限まで安定性を維持し
ます。 

Neogen® 洗浄液（20
倍）

20倍洗浄液50 mL入りのボト
ル1本。

1/20に希釈して1倍の
希釈標準溶液を調製し
てください。

1倍希釈標準
溶液と20倍
洗浄液濃縮液
のいずれも2
～8°Cで保管し
てください。

20倍のNeogen 洗浄液
は、キットの使用期限ま
で安定性を維持します。 
1倍洗浄液は、調製後1
週間以上安定性を維持
します。 
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Neogen® 抽出緩衝液
E26（4倍）

4倍抽出緩衝液120 mL入りのボ
トル1本。

1/4に希釈して1倍の
希釈標準溶液を調製
してください。 使用前
に、希釈標準溶液を50
～60°Cに加熱してくだ
さい。

1倍希釈標準
溶液と4倍の
Neogen 抽出
緩衝液のいず
れも2～8°Cで
保管してくだ
さい。

1倍抽出緩衝液と4倍
のNeogen 抽出緩衝液
は、キットの使用期限ま
で安定性を維持します。

Neogen® 発色基質
溶液

3,3’,5,5’-テトラメチルベンジジ
ン（TMB）12 mL入りのボトル1
本。

調整済みです。 暗所にて2
～8°Cで保管し
てください。

直射日光を避けてくだ
さい。 Neogen 発色基
質溶液は、キットの使用
期限まで安定性を維持
します。

Neogen® 反応停止液 0.Neogen硫酸12 mL入りのボ
トル1本。

調整済みです。 2～8°C Neogen 反応停止液
は、キットの使用期限ま
で安定性を維持します。 

キットに同梱されない器具類： 
•	 精密ピペットおよびピペットチップ（10～100 μL採取用）
•	 試験管
•	 マイクロタイタープレート洗浄機／アスピレーター
•	 蒸留水または脱イオン水
•	 マイクロタイタープレートリーダー 
•	 試薬および緩衝液調製用の各種実験機器
•	 タイマー
•	 撹拌機
•	 振盪水槽または振盪培養器
•	 オービタルシェーカー

安全性
Neogen 卵白プロテインELISAキットをご使用になる前に、本書に記載されたすべての安全情報をお読みになり、よく理解し遵守
してください。 また、これらの情報は大切に保管してください。
	 警告：	 適切な危険予防措置が行われていない場合、死亡または重篤な傷害や、物的損害が発生する可能性があります。
	 注記：	 適切な危険予防措置が行われていない場合、危険な状況により物的損害が発生する場合があります。

W 警告
化学物質の曝露に関連する危険を回避するために：
•	 現行の行政規制および産業基準に従って廃棄してください。
•	 検査実施担当者に現行の適切な検査技術を身につけるように指導してください（例：GLP1またはISO/IEC 170252）。
•	 試薬を取り扱う際は、適切な保護衣、保護メガネの装着など、標準的な検査室の安全手順に常に従ってください。
•	 Neogen 反応停止液が皮膚に接触しないようにしてください。その他の安全に関する情報は、安全データシートを参照して

ください。
汚染物質の放出につながる偽陰性の結果に伴う危険を回避するために：
•	 Neogen 卵白プロテインELISAキットは、外装表示および製品情報に記載のとおりに保管してください。
•	 Neogen 卵白プロテインELISAキットは、社内または第三者による検証を行った食品検体および環境検体に使用してくださ

い。
•	 プロトコルに従い、製品情報に記載のとおりに検査を行ってください。
•	 Neogenは、食品または飲料以外の産業におけるNeogen 卵白プロテインELISAキットの使用に関しては検証しておりませ

ん。 たとえば、Neogenは、本製品を医薬品、化粧品、臨床または動物診断検体の検査で使用することについて検証しており
ません。 

汚染物質の放出につながる不正確な測定結果に伴う危険を回避するために：
•	 Neogen 卵白プロテインELISAキットは使用期限までに必ず使用してください。
•	 希釈標準液を調製する際は、Neogen 卵白プロテインELISAキットを、必ず20～25°Cで使用してください。
•	 Neogen 卵白プロテイン標準濃縮液を冷凍しないでください。 
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•	 発色基質溶液が青く変色している場合は、使用しないでください。 Neogen 発色基質溶液の交差汚染を回避するた
め、GLP1に従ってください。 

•	 Neogen® アレルゲンプロテイン測定キットは、タンパク加水分解物を対象としたものではありません。
•	 Neogen アレルゲンプロテイン測定キットは、加工食品のタンパク質をNeogen 抽出緩衝液に可溶化して検出するように設

計されています。食品の加工方法によっては対象のタンパク質の検出が制限される場合があります。
•	 食品の加工方法がNeogen アレルゲンプロテイン測定キットのタンパク質の検出に影響を及ぼす場合があります。検査方

法が目的に適合し、要求事項を満たすことを確認してください。

注記
不正確な測定結果に伴う危険を回避するために：
•	 抽出後検体の安定性は評価されていません。 ELISA手順は、検体の抽出直後に実施する必要があります。
•	 検体の交差汚染を回避するため、Neogen 卵白プロテイン標準濃縮液はGLP1に従って取り扱ってください。
その他の情報については製品安全データシートを参照してください。 
製品性能に関する資料の詳細をご希望の場合は、当社のWebサイト（www.neogen.com）をご覧いただくか、Neogen販売担当
者またはお近くの販売店までお問い合わせください。

お客様の使用責任
お客様には、使用前に添付文書および製品情報を熟読し、情報に精通する責任があります。 詳細につきましては、当社ウェブサイト
www.neogen.comをご覧いただくか、お近くのNeogen販売担当者または販売店にお問い合わせください。
食品分析で使用されるあらゆる検査方法と同様に、試験マトリックスが結果に影響を及ぼす可能性があります。 検査方法を選択
する際には、サンプリング方法、検査プロトコル、サンプルの準備、取り扱い、および検査手技などの外的要因が結果に影響するこ
とを認識することが重要です。 食品サンプルそのものが結果に影響することもあります。 
十分な数のサンプルを評価して、その検査方法がお客様の基準を満たしていると納得できる検査方法または製品を選択すること
は、お客様の責任となります。
また、その検査方法および結果が顧客あるいは供給業者の要求を満たしているかについても、お客様の判断となります。
どの検査方法を使用した場合でも、Neogen食品衛生管理製品を使用して得られた結果により、検査で使用した食材または工程
中の品質を保証するものではありません。

保証の制限／限定的救済策
個々の製品パッケージの限定保証条項に明示されている場合を除き、NEOGENは明示または黙示を問わず、商品性または特定
の目的への適合性に関する保証を含むがこれに限定されない、あらゆる種類の保証も負いかねます。 Neogen食品衛生部門の
製品に欠陥があった場合、Neogenまたは取扱販売店で交換あるいは返品処理をいたします。 対応は上記のみとさせていただき
ます。 ご不明な点がございましたら、Neogenの担当者またはNeogenの正規卸売業者にお問い合わせください。

Neogenの保証責任範囲
NEOGENは、直接的・間接的、特殊、偶発的または必然的を問わず、利益損失を含むがこれに限定されないあらゆる損失に対し
ての責任を放棄します。 いかなる場合においても、あらゆる法的理論に対しても、Neogenの保証責任範囲は、欠陥と認められた
製品の購入金額を超えることはありません。 

保管と廃棄
Neogen 卵白プロテインELISAキットの内容物は、2～8°Cで保管してください。 冷凍しないでください。 希釈した希釈標準液は、
表1に記載のとおり保存してください。 
Neogen 卵白プロテインELISAキットの内容物が使用期限を過ぎた場合は、使用しないでください。 使用期限およびロット番号
は外箱ラベルに記載されています。 
現行の行政規制および産業基準に従って廃棄してください。

使用方法
すべての指示に、注意深く従ってください。 従わない場合、正確な結果が得られないことがあります。

試薬の調製
使用前に、すべての試薬を周囲温度（20～25°C）に戻してください。 清潔な実験機器を使用して希釈標準液を希釈し、保管します。
a.	 Neogen 抽出緩衝液
	 1倍抽出緩衝液を調製するには、Neogen 抽出緩衝液（4倍）1を添加し、脱イオン水または蒸留水3で希釈します。 使用前に、

水槽または振盪培養器で抽出緩衝液（1倍）をあらかじめ50～60°Cに加温してください。 各検体につき、1倍抽出緩衝液4.5 
mLが必要です。 



（日本語）JA

4

b.	 Neogen 希釈溶液
	 1倍希釈溶液を調製するには、Neogen 希釈液（5倍）1を、脱イオン水または蒸留水4に添加します。 各検体につき、1倍希釈

溶液4.5 mLが必要です。
c.	 Neogen 洗浄液
	 1倍洗浄液を調製するには、Neogen 洗浄液（20倍）1を、脱イオン水または蒸留水19に添加します。 各Neogen ELISAウェル

につき、1倍洗浄液約2.5 mLが必要です。 
	 注： Neogen 洗浄液（20倍）を2～8°Cで保存すると、液中に結晶が発生することがあります。 洗浄液（1倍）の調製前

に、Neogen 洗浄液（20倍）を水槽または振盪培養器で30～35°Cに加温してください。
d.	 Neogen 卵白HRPコンジュゲート
	 1倍卵白HRPコンジュゲートを調製するには、Neogen 卵白HRPコンジュゲート（10倍）1を添加し、1倍希釈溶液9で希釈し

ます。 使用直前に調製してください。 各Neogen ELISAウェルにつき、1倍卵白HRPコンジュゲート100 μLが必要です。 

検体の準備
注： 検体はすべて、あらかじめ50～60°Cに加温した1倍緩衝液で抽出してください。
1.1	 表2に記載のとおり、清潔な試験管または使い捨てチューブでタンパク質抽出用検体を調製します。 
表2. 検体の準備

検体マトリックス 検体量 希釈液（1/10）
固形食品 0.5±0.02 g あらかじめ加温した1倍抽出緩衝液4.5±0.09 mLを添加します
液体食品 0.5±0.01 mL あらかじめ加温した1倍抽出緩衝液4.5±0.09 mLを添加します
定置洗浄（CIP）最終洗浄水 0.5±0.01 mL あらかじめ加温した1倍抽出緩衝液4.5±0.09 mLを添加します

固体

液体

1.2	 希釈した検体を、振盪水槽または振盪培養器で50～60°C、25±1分間培養します。 別法として、検体を50～60°Cの水槽ま
たは培養器に入れ、5分ごとに1分間手で振盪します。

1.3	 培養後、検体を5000～7000 rpm（3000 x g）で20～30秒間遠心分離して微粒子をペレット化するか、試験管ラックで5分間
沈殿させます。 

1.4	 中間層（水層）から100 μLを採取し、希釈溶液（1倍）900 μLに添加します。 撹拌機にかけるか、振盪して十分に混合します 
（この検体は原検体の1/100希釈に相当します）。
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または

50～60°C 
00:25:00

または

3000 g／00:00:30

00:05:00

ELISA手順
2.1	 1検体または1標準溶液につきNeogen ELISAウェルを1つ取り出し、ウェルをウェルホルダーにセットします。 未使用の

Neogen ELISAウェルをホイルパウチに戻し、再度密封して2～8°Cの保管庫に戻します。
2.2	 Neogen 卵白プロテイン標準濃縮液を使用して、希釈溶液（1倍）で希釈した標準溶液を4セット調製します。 

標準番号 標準濃度 	
（ng/mL） 

1倍希釈液に添加した	
標準溶液の容量

1倍希釈溶液の容量

4 135 Neogen 卵白プロテイン 
標準濃縮液10 μL

990 μL

3 45 標準溶液4 200 μL 400 μL
2 15 標準溶液3 200 μL 400 μL
1 5 標準溶液2 200 μL 400 μL
0 0 0 400 μL

2.3	 各標準溶液100 μLをピペットでNeogen ELISAウェルに滴下します。 
•	 標準溶液0（1倍希釈溶液）
•	 標準溶液1（5 ng/mL）ppb
•	 標準溶液2（15 ng/mL）ppb
•	 標準溶液3（45 ng/mL）ppb
•	 標準溶液4（135 ng/mL）ppb

2.4	 1.4で調製した抽出検体100 μLをピペットでNeogen ELISAウェルに滴下します。 
2.5	 Neogen ELISAウェルを400 rpmに設定したオービタルシェーカーで周囲温度（20～25°C）にて30±2分間培養します。 この

ステップ中は、ウェルにカバーをかけて水平に保ち、蒸発を防いでください。 
2.6	 培養後、Neogen ELISAウェルの内容物を吸引します。
2.7	 各Neogen ELISAウェルを1倍洗浄液で完全に満たし、吸引します。 手作業で洗浄する場合は、プレートを逆さにして内容物

を廃棄容器に注ぎ入れるか振り落とし、吸収紙上にウェルを叩き付けて、残った洗浄液を落とします。 1回の洗浄につきこの
手順を3回繰り返し、合計4回洗浄します。 

2.8	 1倍卵白HRPコンジュゲート100 μLをピペットで各Neogen ELISAウェルに滴下します。 400 rpmに設定したオービタルシェ
ーカーで、 ウェルを周囲温度で10±2分間培養します。 このステップ中はプレートにカバーをかけ、暗所で水平に保ちます。
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2.9	 ステップ2.6と2.7を繰り返し、洗浄液（1倍）で合計4回洗浄します。
2.10	 Neogen 発色基質溶液（TMB）100 μLをピペットで各Neogen ELISAウェルに滴下します。
2.11	 400 rpmに設定したオービタルシェーカーで、ウェルを周囲温度で10分間培養します。 このステップ中はプレートにカバー

をかけ、暗所で水平に保ちます。
2.12	 培養後、各Neogen ELISAウェルにNeogen 反応停止液100 μLを添加し、30分以内に吸光度 （450 nm）を測定します。 

00:30:00／周囲温度

00:10:00／周囲温度

00:10:00／周囲温度
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結果の分析
3.1	 各検体の平均バックグラウンド値を差し引きます（検体の平均吸光度－標準溶液0の平均吸光度）。
3.2	 4パラメーターロジスティック曲線適合を描出できるコンピューターソフトウェアを用いて、x軸上に濃度をng/mL（ppb）

で、y軸上に対応する各標準溶液の吸光度をプロットすることにより、標準曲線（検量線）を描きます。 二次多項式（二次方程
式）や他の曲線適合も使用できますが、データ適合の精度はそれほど正確ではありません。

3.3	 検量線から検体濃度を算出します。結果の単位はng/mL（ppb）です。 次に、検体の希釈係数を乗じて原検体の濃度を得ま
す。 たとえば、検体の総希釈率が1/100であり、検量線の検体濃度が200 ng/mL（ppb）である場合は、最終検体濃度は200 
ng/mL x 100 = 20,000 ng/mL（ppb）、すなわち20 μg/ mL（ppm）となります。

最低性能特性
a.	 分析の検出限界（LOD）は2.1 ng/mL（ppb）です
	 検出限界は、特定の確率水準で真のブランク検体と区別できる検体中に存在するアレルゲンの最低濃度です3。 標準溶液0

を48回測定した場合の平均光学濃度値に3倍標準偏差（three standard deviations）を加え、対応する濃度を計算するこ
とで算出します。

b.	 定量限界（LOQ）は0.5 ppmです
	 定量限界は、特定の精度で合理的に定量できる検体中に存在するアレルゲンの最低濃度です3。 

再現性
併行精度（Intra-Assay Precision） 平均%CV = <10 N = 12
室内再現精度（Inter-Assay Precision） 平均%CV = <10 N = 12

参考文献
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.

記号の説明
info.neogen.com/symbols
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产品信息
	

蛋类蛋白 ELISA 检测试剂盒 
用于定量分析蛋类蛋白的酶联免疫吸附试验 (ELISA)。 
产品说明及预期用途
Neogen® 蛋类蛋白 ELISA 检测试剂盒用于检测就地清洁水 (CIP) 末次漂洗水、环境拭子样品、食品成分和加工食品产品中的
蛋类蛋白。
Neogen 蛋类蛋白 ELISA 检测试剂盒采用夹心 ELISA。 样品中存在的蛋类蛋白与聚苯乙烯微量滴定孔表面已经吸收的抗蛋类
抗体发生反应。 通过冲洗去除非结合蛋白后，添加与辣根过氧化物酶 (HRP) 共轭的抗蛋类抗体。 这些酶标抗体与之前结合的
蛋类蛋白形成络合物。 执行第二次冲洗步骤后，通过添加一种显色底物 3,3’,5,5’-四甲基联苯胺 (TMB) 来检测与免疫吸附剂
结合的酶。 这种酶反应的显色与被测样品中蛋类蛋白的浓度成正比变化；因此，450 nm 时的吸收率可用来衡量检测样品中蛋
类蛋白的浓度。 可通过标准曲线推测检测样品中蛋类蛋白的量，该标准曲线通过已知浓度的标准构建并且可根据样品稀释情
况进行调整。
Neogen 蛋类蛋白 ELISA 检测试剂盒专供受过实验室技术培训的专业人员在实验室环境下使用。 对于在食品或饮料以外的行
业中使用此产品，Neogen 尚未有资料可证。 例如，对于此产品用于检测制药、化妆品、临床或家畜样品，Neogen 尚未有资料可
证。 尚未针对所有可能的食品产品、食品加工和检测方案评估 Neogen 蛋类蛋白 ELISA 检测试剂盒。 
Neogen 蛋类蛋白 ELISA 检测试剂盒包含 96 个检测孔，如表 1 所述。 
表 1. 检测试剂盒组件

项目 标识 准备工作 
（请参见“试剂准备”部

分了解详细信息）

存储 稳定性

Neogen® 蛋类蛋白 
ELISA 检测孔 

一个铝箔袋，内有含 96 个可移
除抗体涂层孔的测试片。

可以使用。 2-8°C 下存储在
含有干燥剂的
密封铝箔袋中。

重新密封内含未用检
测孔和干燥剂的铝
箔袋。 在检测试剂盒
到期日期之前，存储
在 2-8°C 下以维持稳
定性。

Neogen® 蛋类 HRP 共
轭剂 (10X) 

一瓶 1.5 mL 的 10X 辣根过氧
化物酶 (HRP) 共轭抗体 (10X)。

在就要使用前稀释 
1/10，以制备 1X 工作
溶液。

2-8°C 下避光
存储。 

10X 共轭剂在检测试
剂盒到期日期之前很
稳定。

Neogen® 蛋类蛋白标
准浓缩液

一瓶已知浓度的蛋类蛋白。 请参阅 ELISA 程序部
分了解标准制备。

2-8°C。 请勿冰
冻。

Neogen 蛋类蛋白标
准浓缩液在检测试剂
盒到期日期之前很稳
定。

Neogen® 稀释液 (5X) 一瓶 50 mL 的 5X 稀释液。 在就要使用前稀释 1/5，
以制备 1X 工作溶液。

2-8°C 5X Neogen 稀释溶液
在检测试剂盒到期日
期之前很稳定。 

Neogen® 冲洗溶液 
(20X)

一瓶 50 mL 的 20X 冲洗溶液。 稀释 1/20 以制备 1X 
工作溶液。

1X 工作溶液和 
20X 冲洗溶液
浓缩液均存储
在 2-8°C 下。

20X Neogen 冲洗溶
液在检测试剂盒到期
日期之前很稳定。 1X 
冲洗溶液至少在制备
后的一周内很稳定。 
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Neogen® 提取缓冲液 
E26 (4X)

一瓶 120 mL 的 4X 提取缓冲
液。

稀释 1/4 以制备 1X 工
作溶液。 在使用前，
应将工作溶液加热到 
50-60°C。

1X 工作溶液
和 4X Neogen 
提取缓冲液浓
缩液均存储在 
2-8°C 下。

1X 提取缓冲液和 4X 
Neogen 提取缓冲液
在检测试剂盒的到期
日期之前很稳定。

Neogen® 显色底物
溶液

一瓶 12 mL 的 3,3’,5,5’-四甲
基联苯胺 (TMB)。

可以使用。 2-8°C 下避光
存储。

避光。 Neogen 显色底
物溶液在检测试剂盒
到期日期之前很稳定。

Neogen® 停止溶液 一瓶 12 mL 的 0.3 M 硫酸。 可以使用。 2-8°C Neogen 停止溶液在
检测试剂盒到期日期
之前很稳定。 

检测试剂盒中未提供的材料： 
•	 容量为 10 到 100 μL 的精密滴管和滴管针
•	 试管
•	 微量滴定板清洗器/抽吸器
•	 蒸馏水或去离子水
•	 微量滴定板读取器 
•	 制备试剂和缓冲液的实验器具
•	 定时器
•	 漩涡振荡器
•	 振荡水浴或振荡培养设备
•	 定轨振荡器

安全
用户应该阅读、理解并遵守 Neogen 蛋类蛋白 ELISA 检测试剂盒说明中的所有安全信息。 妥善保存安全说明书，以备日后查
阅。
	 警告：	 表示危险情况，如果不注意避免，可能造成死亡或严重的人身伤害和/或财产损失。
	 注意：	 表示潜在的危险情况，如果不注意避免，可能导致财产损失。

W 警告
为了减少与化学品暴露相关联的风险，请注意以下事项：
•	 根据现行当地/地区/国家/行业标准和法规弃置。
•	 用户必须就当前适用的检测技术对其人员进行培训；例如，优良实验室规范1 或 ISO/IEC 170252。
•	 始终遵守标准实验室安全规范，包括在处理试剂时穿戴适当的防护服和眼睛防护装置。
•	 避免皮肤接触 Neogen 停止溶液，请参阅安全数据表了解其他安全信息。
为了降低与假阴性结果相关联的风险，避免释放出受污染产品，请注意以下事项：
•	 请按照包装和产品信息中的指示存储 Neogen 蛋类蛋白 ELISA 检测试剂盒。
•	 将 Neogen 蛋类蛋白 ELISA 检测试剂盒用于经内部或第三方验证过的食品和环境样品。
•	 遵守方案并按照产品信息中提供的方法执行检测。
•	 对于在食品或饮料以外的行业中使用 Neogen 蛋类蛋白 ELISA 检测试剂盒，Neogen 尚未有资料可证。 例如，对于此产品

用于检测制药、化妆品、临床或家畜样品，Neogen 尚未有资料可证。 
为了降低与结果不准确相关联的风险，避免释放出受污染产品，请注意以下事项：
•	 始终在过期日期之前使用 Neogen 蛋类蛋白 ELISA 检测试剂盒。
•	 始终在 20-25°C 的温度下使用 Neogen 蛋类蛋白 ELISA 检测试剂盒浓缩试剂制备工作溶液。
•	 请勿冷冻 Neogen 蛋类蛋白标准浓缩液。 
•	 如果显色底物溶液变蓝，请勿使用。 遵循优良实验室规范1 以避免 Neogen 显色底物溶液交叉污染。 
•	 Neogen® 过敏原蛋白检测试剂盒不适用于水解蛋白的检测。
•	 Neogen过敏原蛋白试剂盒用于测定可在Neogen提取缓冲液中溶解的食物蛋白，某些食品加工方式可能会限制目标蛋白

的检测。
•	 使用Neogen过敏原蛋白试剂盒测定食品中蛋白可能会受某些食品加工方式的影响，用户应验证该方法是否能够满足用户的

需求。
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注意
为了降低与结果不准确相关联的风险，请注意以下事项：
•	 尚未评估提取后的样品稳定性。 应在样品提取之后立即执行 ELISA 程序。
•	 按照优良实验室规范1 处理 Neogen 蛋类蛋白标准物以防止样品交叉污染。
请参阅安全数据表以了解其他信息。 
有关产品性能文献资料的信息，请访问我们的网站 www.neogen.com，也可与您当地的 Neogen 代表或经销商联系以获得帮助。

用户责任
用户负责熟悉本产品的说明和信息。 请访问我们的网站 www.neogen.com 或联系您当地的 Neogen 代表或经销商，以了解
更多信息。
正如所有食品分析检测方法一样，检测基质可能影响结果。 选择检测方法时，务必认识到各种外部因素（如取样方法、检测方
案、样品制备、处理和实验室技术）都可能会影响结果。 食品样品本身可能会影响结果。 
用户在选择检测方法或产品时，应自行负责对足够多的样品进行评估，以确保所选择的检测方法符合用户的标准。
用户也应自行负责确定任何检测方法和结果符合其客户和供应商的要求。
同所有检测方法一样，使用任何 Neogen 食品安全产品得到的结果，并不保证受检基质或程序的质量。

保证限制/有限补救措施
除非各个产品包装的有限保证部分明确声明，NEOGEN 就所有明示或默示保证做出免责声明，包括但不限于适销性及适合某
种特定用途的保证。 如果证明任何 Neogen 食品安全产品存在缺陷，Neogen 或其授权经销商可以进行换货或者由其决定是
否为该产品进行退款。 这些都是专门针对您而设计的解决方案。 如有任何疑问，请联系 Neogen 代表或 Neogen 授权经销商。

Neogen 责任限制
NEOGEN 不会对任何损失或损害负责，无论造成的损害是直接、间接、特殊、偶然或随后产生的，包括但不限于利润损失。 根据
法律理论 Neogen 对所谓存在缺陷的产品的赔付不可能超过产品的购买价格。 

存储和弃置
在 2-8°C 下存储所有 Neogen 蛋类蛋白 ELISA 检测试剂盒内容物。 请勿冰冻。 根据表 1 所述存储稀释的工作溶液。 
不应在过期日期之后使用 Neogen 蛋类蛋白 ELISA 检测试剂盒组件。 过期日期和批号注明在包装箱外侧的标签上。 
根据现行当地/地区/国家/行业标准和法规弃置。

使用说明
仔细遵循所有说明。 否则，可能导致不准确的结果。

试剂准备
在使用前，将所有试剂置于室温 (20-25°C) 下。 使用洁净的实验室器具稀释和存储工作溶液。
a.	 Neogen 提取缓冲液
	 若要制备 1X 提取缓冲液，添加一份 Neogen 提取缓冲液 (4X) 并在三份去离子水或蒸馏水中稀释。 在使用前，在水浴或振

荡培养设备中将提取缓冲液 (1X) 预热到 50-60°C。 每个样品需要 4.5 mL 的 1X 提取缓冲液。 
b.	 Neogen 稀释溶液
	 若要制备 1X 稀释溶液，将一份 Neogen 稀释液 (5X) 添加到四份去离子水或蒸馏水中。 每个样品总共需要 4.5 mL 的 1X 

稀释溶液。
c.	 Neogen 冲洗溶液
	 若要制备 1X 冲洗溶液，将一份 Neogen 冲洗溶液 (20X) 添加到 19 份去离子水或蒸馏水。 每个 Neogen ELISA 检测孔需

要大约 2.5 mL 的 1X 冲洗溶液。 
	 注： 当存储在 2-8°C 下时，Neogen 冲洗溶液 (20X) 中可能会形成晶体。 若要溶解晶体，在制备冲洗溶液 (1X) 之前，在水

浴或培养设备中将 Neogen 冲洗溶液 (20X) 加热到 30-35°C。
d.	 Neogen 蛋类 HRP 共轭剂
	 若要制备 1X 蛋类 HRP 共轭剂，添加一份 Neogen 蛋类 HRP 共轭剂 (10X) 并在 9 份 1X 稀释溶液中稀释。 在就要使用前

制备。 每个 Neogen ELISA 检测孔需要 100 μL 的 1X 蛋类 HRP 共轭剂。 
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样品制备
注： 应使用已预热到 50-60°C 的 1X 提取缓冲液提取所有样品。
1.1	 根据表 2 所述在洁净的试管或一次性试管中制备用于蛋白提取的样品。 
表 2. 样品制备

样品基质 样品大小 稀释液 (1/10)
固体食品 0.5 ± 0.02 g 添加 4.5 ± 0.09 mL 的预热 1X 提取缓冲液
液体食品 0.5 ± 0.01 mL 添加 4.5 ± 0.09 mL 的预热 1X 提取缓冲液
就地清洁 (CIP) 末次漂洗水 0.5 ± 0.01 mL 添加 4.5 ± 0.09 mL 的预热 1X 提取缓冲液

实心

液体

1.2	 在 50-60°C 下将稀释的样品置于振荡水浴或振荡培养设备中培养 25 ± 1 分钟。 另一个选择是，在 50-60°C 下将样品置
于水浴或培养设备中，并每隔 5 分钟手动摇晃 1 分钟。

1.3	 培养后，在 5000-7000 rpm (3000 x g) 下用离心机处理样品 20 到 30 秒，以形成微粒球，或让样品在试管架中沉淀 5 分钟。 
1.4	 从中间（水）层收集 100 μL 并将其添加到 900 μL 的稀释溶液 (1X) 中。 用漩涡振荡器振荡或摇晃以均匀混合（这对应于原

始样品的 1/100 稀释液。）。

或

50-60°C 
00:25:00
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或

3000g / 00:00:30

00:05:00

ELISA 程序
2.1	 为每个样品和/或标准取出一个 Neogen ELISA 检测孔，并将检测孔置于检测孔支架中。 将未使用的 Neogen ELISA 检测

孔放回铝箔袋中，重新密封并放回 2-8°C 下存储。
2.2	 使用 Neogen 蛋类蛋白标准浓缩液制备稀释于稀释溶液 (1X) 中的一组四份标准物。 

标准物编号 标准浓缩液  
(ng/mL) 

添加到 1X 稀释液中的标准体积 1X 稀释溶液的体积

4 135 10 μL 的 Neogen 蛋类蛋白标准
浓缩液

990 μL

3 45 200 μL 的标准物编号 4 400 μL
2 15 200 μL 的标准物编号 3 400 μL
1 5 200 μL 的标准物编号 2 400 μL
0 0 0 400 μL

2.3	 用滴管将 100 μL 的每份标准物转移到 Neogen ELISA 检测孔中。 
•	 标准物 0（1X 稀释溶液）
•	 标准物 1 (5 ng/mL) ppb
•	 标准物 2 (15 ng/mL) ppb
•	 标准物 3 (45 ng/mL) ppb
•	 标准物 4 (135 ng/mL) ppb

2.4	 用滴管将 100 μL 在 1.4 中制备的提取样品转移到 Neogen ELISA 检测孔中。 
2.5	 在环境温度下 (20-25°C)，将 Neogen ELISA 检测孔置于设为 400 rpm 的定轨振荡器中 30 ± 2 分钟。 在此步骤中将检测

孔盖住并保持水平以防止蒸发。 
2.6	 培养后，抽吸 Neogen ELISA 检测孔的内容物。
2.7	 使用 1X 冲洗溶液将 Neogen ELISA 检测孔完全充满并抽吸。 如果手动进行冲洗，倒置测试片并将内容物倾倒/抖到废物

容器中，并在吸水纸上剧烈敲击检测孔，以去除残留的冲洗溶液。 重复此步骤[三]次，一共冲洗[四]次。 
2.8	 用滴管将 100 μL 的 1X 蛋类 HRP 共轭剂转移到每个 Neogen ELISA 检测孔中。 在环境温度下，置于设为 400 rpm 的定

轨振荡器中振荡 10 ± 2 分钟。 在此步骤中将测试片盖住、避光并保持水平。
2.9	 重复步骤 2.6 和 2.7 以便使用冲洗溶液 (1X) 完成总共[四]次冲洗。
2.10	 用滴管将 100 μL 的 Neogen 显色底物溶液 (TMB) 转移到每个 Neogen ELISA 检测孔中。
2.11	 在环境温度下，置于设为 400 rpm 的定轨振荡器中 10 分钟。 在此步骤中将测试片盖住、避光并保持水平。
2.12	 孵育后，向每个 Neogen ELISA 检测孔中添加 100 μL 的 Neogen 停止溶液并在 30 分钟内确定吸收率（在 450 nm 时）。 
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00:30:00/环境温度

00:10:00/环境温度

00:10:00/环境温度

结果分析
3.1	 减去每个样品的平均背景值（样品的平均吸收率读数减去标准 0 的平均吸收率读数。）
3.2	 使用能够生成四参数逻辑曲线拟合的计算机软件，通过在 x 轴上绘制浓度（单位 ng/mL (ppb)）并在 y 轴上绘制每个相应

标准的吸收率读数来构建标准曲线。 还可使用二阶多项式（二次方程）或其他曲线拟合；但是，这些拟合的数据拟合精度
较低。

3.3	 从标准曲线计算样品浓度，结果单位是 ng/mL (ppb)。 然后，乘以样品稀释系数，得到原始样品的浓度。 例如，如果样品的
总稀释为 1/100，并且标准曲线的样品浓度是 200 ng/mL (ppb)，则最终样品浓度是 200 ng/mL x 100 = 20,000 ng/mL 
(ppb)，即 20 μg/mL (ppm)。
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最低性能特征
a.	 分析检测限制 (LOD) 是 2.1 ng/mL (ppb)
	 检测限制定义为检测样品中过敏原的最低浓度，只有达到这个浓度，才能在指定概率水平区别出检测样品和真正空白样

品3。 可通过将三个标准偏差与四十八次标准 0 重复的平均光密度值相加并计算相应浓度来确定此检测限制。
b.	 定量限制 (LOQ) 是 0.5 ppm
	 定量限制定义为检测样品中过敏原的最低水平，只有达到这个水平，才能在指定精度水平合理定量过敏原3。 

精度
批内精度 平均 %CV = <10 N=12
批间精度 平均 %CV = <10 N=12

参考资料
1.	 美国 食品药品监督管理局。 美国《联邦规章典集》(Code of Federal Regulations) 第 21 篇，第 58 部分。 非临床优良实验

室研究规范。
2.	 ISO/IEC 17025。 用于检验和定标实验室能力的一般要求。
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. 和 Delahaut, P.（2010 年）。 附录 M： 定量食物过敏原 ELISA 方法的
验证程序： 社区指导和最佳做法。 J. AOAC Int. 93, 442-450。

符号说明
info.neogen.com/symbols
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คำ�แนะนำ�การใช้งานผลิตภัณฑ์
	

ชุดทดสอบ ELISA ตรวจหาโปรตีนจากไข่ขาว 
การวัดปริมาณความเข้มข้นของฮอร์โมนด้วยเทคนิคอีไลซา (ELISA) สำ�หรับการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนของไข่ขาว 

รายละเอียดผลิตภัณฑ์และวัตถุประสงค์การใช้งาน
Neogen® ชุดทดสอบ ELISA ตรวจหาโปรตีนจากไข่ขาวออกแบบมาเพื่อตรวจจับโปรตีนของไข่ขาวในน้ำ�ล้างสุดท้ายของการทำ�ความ
สะอาดแบบไม่ถอดชิ้นส่วน (CIP) ตัวอย่างที่เก็บมาจากสิ่งแวดล้อม ส่วนผสมในอาหาร และผลิตภัณฑ์อาหารแปรรูป

Neogen ชุดทดสอบ ELISA ตรวจหาโปรตีนจากไข่ขาวใช้ ELISA แบบแซนวิช โปรตีนของไข่ขาวที่อยู่ในตัวอย่างจะทำ�ปฏิกิริยากับ
แอนติบอดีจำ�เพาะสำ�หรับไข่ขาวซึ่งดูดซึมไว้ที่พื้นผิวของหลุมพอลิสไตรีนไมโครไทเทอร์แล้ว หลังจากที่ล้างโปรตีนที่ไม่ยึดเกาะออกแล้ว 
แอนติบอดีจำ�เพาะสำ�หรับไข่ขาวที่คอนจูเกตกับฮอร์สแรดดิชเปอร์ออกซิเดส (HRP) จะถูกเติมลงไป แอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยเอน 
ไซม์เหล่านี้จะก่อตัวเป็นสารประกอบเชิงซ้อนกับโปรตีนของไข่ขาวที่ยึดเกาะก่อนหน้า หลังจากขั้นตอนการล้างครั้งที่สอง การเติมสารโคร
โมเจนิก, 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน (TMB) จะทำ�ให้ตรวจพบเอนไซม์ที่ยึดเกาะกับอิมมูโนซอร์เบนท์ การพัฒนาของสีจากปฏิกิริยาที่
เกี่ยวข้องกับเอนไซม์นี้แปรผันโดยตรงกับความเข้มข้นของโปรตีนไข่ขาวในตัวอย่างที่ทดสอบ ดังนั้น ค่าการดูดกลืนที่ 450 นาโนเมตร จึง
เป็นค่าความเข้มข้นของโปรตีนไข่ขาวที่วัดได้ในตัวอย่างทดสอบ ปริมาณของโปรตีนไข่ขาวในตัวอย่างทดสอบสามารถนำ�มาเทียบกับเส้น
โค้งมาตรฐาน ซึ่ง ี่สร้างขึ้นจากมาตรฐานของความเข้มข้นที่ทราบ และปรับตามการเจือจางของตัวอย่าง

Neogen ชุดทดสอบ ELISA ตรวจหาโปรตีนจากไข่ขาวออกแบบมาเพื่อใช้ในสภาพแวดล้อมห้องปฏิบัติการโดยผู้ชำ�นาญการที่ได้
รับการฝึกอบรมด้านเทคนิคห้องปฏิบัติการ Neogen ยังไม่ได้จัดทำ�เอกสารเกี่ยวกับการใช้ผลิตภัณฑ์นี้ในอุตสาหกรรมอื่น ๆ นอกจาก
อุตสาหกรรมอาหารหรือเครื่องดื่ม ตัวอย่างเช่น Neogen ยังไม่ได้ออกเอกสารเกี่ยวกับผลิตภัณฑ์นี้สำ�หรับการทดสอบตัวอย่างยา ตัวอย่าง
เครื่องสำ�อาง ตัวอย่างทางคลินิก หรือตัวอย่างเกี่ยวกับสัตว์ Neogen ชุดทดสอบ ELISA ตรวจหาโปรตีนจากไข่ขาวยังไม่ได้ทำ�การ
ประเมินกับผลิตภัณฑ์อาหาร กระบวนการแปรรูปอาหาร และระเบียบการทดสอบที่เป็นไปได้ทั้งหมด 

Neogen ชุดทดสอบ ELISA ตรวจหาโปรตีนจากไข่ขาวประกอบด้วย 96 หลุม ตามที่อธิบายในตารางที่ 1 

ตารางที่ 1 ส่วนประกอบของชุดทดสอบ

รายการ การจำ�แนก การจัดเตรียม 

(ดูรายละเอียดในส่วน

การเตรียมน้ำ�ยา)

การเก็บรักษา ความเสถียร

Neogen® หลุม ELISA 
ตรวจหาโปรตีนจากไข่
ขาว 

1 ถุงฟอยล์ จะประกอบด้วยเพลท
เคลือบแอนติบอดีแบบถอดได้ 96 
หลุม

พร้อมใช้งาน 2-8°C ในถุง
ฟอยล์ที่ซีล
พร้อมกับสารดูด
ความชื้น

ซีลซ้ำ�ถุงฟอยล์ที่บรรจุ
หลุมและสารดูดความชื้น
ที่ยังไม่ได้ใช้งาน จัดเก็บ
ที่อุณหภูมิ 2-8°C เพื่อ
รักษาความเสถียรจนถึง
วันหมดอายุของชุด
ทดสอบ

Neogen® คอนจูเกต 
HRP ของไข่ขาว (10X) 

แอนติบอดี (10X) ที่คอนจูเกตกับ 
ฮอร์สแรดดิชเปอร์ออกซิเดส (HRP) 
10X ขนาด 1.5 มล. หนึ่งขวดแก้ว

เจือจาง 1/10 ทันทีก่อน
ใช้งานเพื่อทำ�ให้ได้
สารละลายสำ�หรับใช้
งาน 1X

2-8°C ในที่มืด คอนจูเกต 10X มีความ
เสถียรจนถึงวันหมดอายุ
ของชุดทดสอบ

Neogen® น้ำ�ยามาตรฐาน
โปรตีนของไข่ขาว

โปรตีนของไข่ขาวที่ทราบความ
เข้มข้นหนึ่งขวดแก้ว

โปรดดูการเตรียมสาร
มาตรฐานในส่วนของขั้น
ตอน ELISA

2-8°C ห้ามแช่
แข็ง

Neogen น้ำ�ยามาตรฐาน
โปรตีนของไข่ขาวมี
ความเสถียรจนถึงวัน
หมดอายุของชุดทดสอบ

Neogen® สารทำ�ให้เจือ
จาง (5X)

สารทำ�ให้เจือจาง 5X ขนาด 50 
มล. หนึ่งขวด

เจือจาง 1/5 ทันทีก่อน
ใช้งานเพื่อทำ�ให้ได้
สารละลายสำ�หรับใช้
งาน 1X

2-8°C Neogen สารละลาย
ทำ�ให้เจือจาง 5X มีความ
เสถียรจนถึงวันหมดอายุ
ของชุดทดสอบ 
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Neogen® สารละลาย
สำ�หรับใช้ล้าง (20X)

สารละลายสำ�หรับใช้ล้าง 20X 
ขนาด 50 มล. หนึ่งขวด

เจือจาง 1/20 เพื่อทำ�
สารละลายสำ�หรับใช้
งาน 1X

2-8°C สำ�หรับ
ทั้งสารละลาย
สำ�หรับใช้
งาน 1X และ
น้ำ�ยาเข้มข้น
ของสารละลาย
สำ�หรับใช้ล้าง 
20X

Neogen สารละลาย
สำ�หรับใช้ล้าง 20X มี
ความเสถียรจนถึงวัน
หมดอายุของชุดทดสอบ 
สารละลายสำ�หรับใช้
ล้าง 1X มีความเสถียร
เป็นเวลาอย่างน้อยหนึ่ง
สัปดาห์หลังจากการเต
รียม 

Neogen® บัฟเฟอร์การ
สกัด E26 (4X)

บัฟเฟอร์การสกัด 4X ขนาด 120 
มล. หนึ่งขวด

เจือจาง 1/4 เพื่อทำ�
สารละลายสำ�หรับใช้งาน 
1X สารละลายสำ�หรับใช้
งานควรนำ�มาอุ่นที่ 50-
60°C ก่อนใช้งาน

2-8°C สำ�หรับ
ทั้งสารละลาย
สำ�หรับใช้
งาน 1X และ
น้ำ�ยา Neogen 
บัฟเฟอร์การ
สกัด 4X

บัฟเฟอร์การสกัด 1X 
และ Neogen บัฟเฟอร์
การสกัด 4X มีความ
เสถียรจนถึงวันหมดอายุ
ของชุดทดสอบ

Neogen® สารละลายตั้ง
ต้นโครโมเจนิก

3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน 
(TMB) ขนาด 12 มล. หนึ่งขวด

พร้อมใช้งาน 2-8°C ในที่มืด ป้องกันให้พ้นจากแสง 
Neogen สารละลายตั้ง
ต้น 
โครโมเจนิกมีความ
เสถียรจนถึงวันหมดอายุ
ของชุดทดสอบ

Neogen® สารละลาย
สำ�หรับใช้หยุด

กรดซัลฟิวริก 0.3 M ขนาด 12 
มล. หนึ่งขวด

พร้อมใช้งาน 2-8°C Neogen สารละลาย
สำ�หรับใช้หยุดมีความ
เสถียรจนถึงวันหมดอายุ
ของชุดทดสอบ 

อุปกรณ์ที่ไม่มีมาให้ในชุด ได้แก่: 
•	 ปิเปตและปิเปตทิปที่มีความแม่นยำ�สำ�หรับการเก็บสาร 10 ถึง 100 ไมโครลิตร
•	 หลอดทดลอง
•	 เครื่องล้าง/เครื่องดูดแผ่นอาหารเลี้ยงเชื้อ
•	 น้ำ�กลั่นหรือน้ำ�ที่ขจัดไอออน
•	 เครื่องอ่านแผ่นอาหารเลี้ยงเชื้อ 
•	 อุปกรณ์สำ�หรับใช้ในห้องปฏิบัติการชนิดต่าง ๆ สำ�หรับการเตรียมน้ำ�ยาและสารละลายบัฟเฟอร์
•	 นาฬิกาจับเวลา
•	 เครื่องผสมสารแบบหมุนวน
•	 อ่างน้ำ�ควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่าหรือตู้บ่มเพาะเชื้อแบบเขย่า
•	 เครื่องเขย่าสารแนวราบ

ความปลอดภัย
ผู้ใช้ควรอ่าน ทำ�ความเข้าใจ และปฏิบัติตามข้อมูลด้านความปลอดภัยทั้งหมดในคำ�แนะนำ�สำ�หรับ Neogen ชุดทดสอบ ELISA ตรวจหา
โปรตีนจากไข่ขาว เก็บคำ�แนะนำ�ด้านความปลอดภัยนี้ไว้สำ�หรับใช้อ้างอิงในอนาคต

	 คำ�เตือน:	 แสดงสถานการณ์ที่เป็นอันตราย ซึ่งหากไม่หลีกเลี่ยง อาจก่อให้เกิดการเสียชีวิตหรือการบาดเจ็บรุนแรงและ/หรือความเสีย
หายต่อทรัพย์สิน

	 ข้อสังเกต:	 ระบุสถานการณ์ที่อาจเป็นอันตราย หากไม่หลีกเลี่ยง อาจก่อให้เกิดความเสียหายต่อทรัพย์สิน

W คำ�เตือน

เพื่อลดความเสี่ยงที่เกี่ยวข้องกับการสัมผัสสารเคมี ควรปฏิบัติดังนี้
•	 กำ�จัดทิ้งตามระเบียบและมาตรฐานอุตสาหกรรม/ท้องถิ่น/ภูมิภาค/ประเทศในปัจจุบัน
•	 ผู้ใช้ต้องฝึกอบรมบุคลากรของตนเกี่ยวกับเทคนิคการทดสอบที่เหมาะสมในปัจจุบัน ตัวอย่างเช่น แนวทางในการปฏิบัติที่ดีของห้อง

ปฏิบัติการ (Good Laboratory Practices)1 หรือ ISO/IEC 170252
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•	 ปฏิบัติตามแนวทางในการปฏิบัติด้านความปลอดภัยของห้องปฏิบัติการมาตรฐานเสมอ รวมถึงการสวมชุดป้องกันสารเคมีและอุปกรณ์

ป้องกันดวงตาที่เหมาะสมในขณะที่จัดการกับน้ำ�ยา
•	 หลีกเลี่ยงอย่าให้ผิวหนังสัมผัสกับ Neogen สารละลายสำ�หรับใช้หยุด ดูเอกสารข้อมูลความปลอดภัยสำ�หรับข้อมูลด้านความ

ปลอดภัยเพิ่มเติม

คำ�แนะนำ�เพื่อลดความเสี่ยงเกี่ยวกับผลการวิเคราะห์แบบลบปลอมที่นำ�ไปสู่การปล่อยผลิตภัณฑ์ที่มีการปนเปื้อนออกไป:

•	 จัดเก็บ Neogen ชุดทดสอบ ELISA ตรวจหาโปรตีนจากไข่ขาวตามที่ระบุไว้ในบรรจุภัณฑ์และในคำ�แนะนำ�การใช้งานผลิตภัณฑ์
•	 ใช้ Neogen ชุดทดสอบ ELISA ตรวจหาโปรตีนจากไข่ขาวสำ�หรับอาหารและตัวอย่างในสิ่งแวดล้อมที่ผ่านการตรวจสอบจากหน่วย

งานภายในหรือภายนอกแล้ว
•	 ปฏิบัติตามระเบียบการและดำ�เนินการทดสอบดังที่ระบุไว้อย่างชัดเจนในคำ�แนะนำ�การใช้งานผลิตภัณฑ์
•	 Neogen ยังไม่ได้จัดทำ�เอกสารเกี่ยวกับการใช้ Neogen ชุดทดสอบ ELISA ตรวจหาโปรตีนจากไข่ขาวในอุตสาหกรรมอื่น ๆ 

นอกจากอุตสาหกรรมอาหารหรือเครื่องดื่ม ตัวอย่างเช่น Neogen ยังไม่ได้ออกเอกสารเกี่ยวกับผลิตภัณฑ์นี้สำ�หรับการทดสอบ
ตัวอย่างยา ตัวอย่างเครื่องสำ�อาง ตัวอย่างทางคลินิก หรือตัวอย่างเกี่ยวกับสัตว์ 

คำ�แนะนำ�เพื่อลดความเสี่ยงเกี่ยวกับผลที่ไม่ถูกต้องแม่นยำ�ที่นำ�ไปสู่การปล่อยผลิตภัณฑ์ที่มีการปนเปื้อนออกไป:

•	 ใช้ Neogen ชุดทดสอบ ELISA ตรวจหาโปรตีนจากอัลมอนด์ก่อนวันหมดอายุเสมอ
•	 จัดเตรียมสารละลายสำ�หรับใช้งานโดยใช้น้ำ�ยาเข้มข้นของ Neogen ชุดทดสอบ ELISA ตรวจหาโปรตีนจากไข่ขาวที่อุณหภูมิ  

20-25°C เสมอ
•	 ห้ามแช่แข็ง Neogen น้ำ�ยามาตรฐานโปรตีนของไข่ขาว 
•	 ห้ามใช้งาน หากสารละลายตั้งต้นโครโมเจนิกเปลี่ยนเป็นสีน้ำ�เงิน ปฏิบัติตามแนวทางในการปฏิบัติที่ดีของห้องปฏิบัติการ1 เพื่อหลีก

เลี่ยงการปนเปื้อนข้ามของ Neogen สารละลายตั้งต้นโครโมเจนิก 
•	 Neogen® Allergen Protein Testing Kits ไม่สามารถใช้ตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างที่โครงสร้างของโปรตีนถูกทำ�ลายด้วยปฏิกิริยาไฮ

โดรไลซิส (hydrolyzed protein)
•	 Neogen ชุดทดสอบโปรตีนแบบรวดเร็ว ถูกออกแบบมาเพื่อทดสอบโปรตีนจากอาหารแปรรูปที่ละลายใน Neogen บัฟเฟอร์การสกัด 

วิธีการบางอย่างในการแปรรูปอาหารอาจทำ�ให้มีข้อจำ�กัดในการทดสอบโปรตีนเป้าหมาย
•	 กระบวนการแปรรูปอาหารบางอย่าง อาจส่งผลต่อการทดสอบโปรตีนในอาหารโดยใช้ Neogen ชุดทดสอบโปรตีนแบบรวดเร็ว ผู้ใช้

งานควรตรวจสอบว่าวิธีทดสอบดังกล่าวนี้เหมาะสมกับวัตถุประสงค์เพื่อให้ตรงกับความต้องการของผู้ใช้งาน

ข้อสังเกต

เพื่อลดความเสี่ยงจากผลการทดสอบที่ไม่ถูกต้อง ควรปฏิบัิดังนี้

•	 ความเสถียรของตัวอย่างหลังจากการสกัดยังไม่ได้ประเมิน ควรทำ�ขั้นตอน ELISA ทันทีหลังจากการสกัดตัวอย่าง
•	 จัดการ Neogen สารมาตรฐานโปรตีนของไข่ขาวตามแนวทางในการปฏิบัติที่ดีของห้องปฏิบัติการ1 เพื่อป้องกันการปนเปื้อนข้าม

ของตัวอย่าง

ศึกษาเอกสารข้อมูลด้านความปลอดภัยของวัสดุหากต้องการทราบข้อมูลเพิ่มเติม 

หากต้องการข้อมูลเกี่ยวกับเอกสารประสิทธิภาพผลิตภัณฑ์ โปรดเข้าไปที่เว็บไซต์ของเราที่ www.neogen.com หรือติดต่อตัวแทนบริษัท 
Neogen หรือตัวแทนจำ�หน่ายในท้องถิ่น

ความรับผิดชอบของผู้ใช้
ผู้ใช้จะต้องทำ�ความเข้าใจในคู่มือการใช้งานผลิตภัณฑ์และข้อมูลเกี่ยวกับผลิตภัณฑ์ หากต้องการข้อมูลเพิ่มเติม สามารถเยี่ยมชมเว็บไซต์
ของเราได้ที่www.neogen.com, หรือติดต่อตัวแทนหรือผู้จัดจำ�หน่าย Neogen ในพื้นที่ของท่าน

โดยวิธีการทดสอบทั้งหมดที่ใช้ในการวิเคราะห์อาหาร เมตริกซ์การทดสอบจะส่งผลต่อผลการทดสอบด้วย การเลือกวิธีทดสอบจะ
ต้องศึกษาถึงปัจจัยต่าง ๆ ที่อาจส่งผลต่อผลการทดสอบ เช่น วิธีการสุ่มตัวอย่าง วิธีการทดสอบ วิธีการเตรียมตัวอย่าง การจัดการควบคุม 
และเทคนิคของห้องปฏิบัติการที่อาจกระทบต่อผลการทดสอบได้ ตัวอาหารเองก็อาจจะส่งผลต่อผลการทดสอบเช่นกัน 

ผู้ใช้มีหน้าที่เลือกวิธีการทดสอบหรือผลิตภัณฑ์ใด ๆ มาประเมินจำ�นวนตัวอย่างที่เหมาะสมที่จะทำ�ให้วิธีการทดสอบที่เลือกไว้ตรงตาม
เกณฑ์ของผู้ใช้

นอกจากนี้ ผู้ใช้จะต้องรับผิดชอบในการเลือกวิธีการทดสอบและผลลัพธ์ที่ได้ให้เป็นไปตามข้อกำ�หนดของลูกค้าและของผู้จัดส่งสินค้า

เช่นเดียวกับวิธีการทดสอบอื่น ๆ ผลลัพธ์ที่ได้จากการใช้ผลิตภัณฑ์ของ Neogen Food Safety ใดก็ตาม ไม่ได้รับประกันถึงคุณภาพขอ 
งเมตริกซ์หรือขั้นตอนที่ใช้ทดสอบ
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ข้อจำ�กัดของการรับประกัน/การชดเชยแบบจำ�กัด
เว้นแต่จะระบุอย่างชัดแจ้งในข้อจำ�กัดการรับผิดเกี่ยวกับบรรจุภัณฑ์ของสินค้าแต่ละประเภท นีโอเจนขอสงวนสิทธิ์ในการรับ
ประกันใดๆ ไม่ว่าโดยชัดแจ้งหรือโดยปริยาย ซึ่งรวมถึงแต่ไม่จำ�กัดเพียง การรับประกันใดๆ ในความสามารถในการค้าขาย
ได้ (Merchantability) หรือ การใช้สอยสินค้าให้สมประโยชน์ตามความมุ่งหมายเฉพาะ (Fitness) หากสินค้าใดๆ ของนีโอเจน มีข้อ
บกพร่องในความปลอดภัยเกี่ยวกับอาหาร นีโอเจนหรือตัวแทนจัดจำ�หน่ายที่ได้รับอนุญาตจากนีโอเจนจะเลือกว่าจะเปลี่ยนสินค้าทดแทน
หรือคืนเงินค่าสินค้า ซึ่งเป็นการเยียวยาเฉพาะตัวแก่ลูกค้าหากมีคำ�ถามเพิ่มเติม กรุณาติดต่อตัวแทนของนีโอเจนหรือตัวแทนจัดจำ�หน่ายที่
ได้รับอนุญาตจากนีโอเจน

ข้อจำ�กัดความรับผิดชอบของ Neogen
NEOGEN จะไม่รับผิดชอบต่อการสูญเสียหรือความเสียหายใด ๆ ทั้งโดยตรง โดยอ้อม ความเสียหายจำ�เพาะที่เกิดขึ้นเนื่องจากการผิด
สัญญา หรือที่เป็นผลสืบเนื่อง รวมถึงแต่ไม่จำ�กัดเพียงการสูญเสียผลกำ�ไร ความรับผิดชอบของทาง Neogen ในทางกฎหมายจะต้องไม่
เกินราคาของผลิตภัณฑ์ที่เสียหายหรือบกพร่องไม่ว่ากรณีใด ๆ ก็ตาม 

การเก็บรักษาและการกำ�จัด
จัดเก็บสิ่งบรรจุใน Neogen ชุดทดสอบ ELISA ตรวจหาโปรตีนจากไข่ขาวที่อุณหภูมิ 2-8°C ห้ามแช่แข็ง จัดเก็บสารละลายสำ�หรับใช้งาน
ที่เจือจางแล้วตามที่อธิบายในตารางที่ 1 

ต้องไม่ใช้ส่วนประกอบ Neogen ชุดทดสอบ ELISA ตรวจหาโปรตีนจากไข่ขาวหลังจากวันที่หมดอายุ วันหมดอายุและหมายเลขล็อตจะ
แสดงไว้บนฉลากด้านนอกของกล่อง 

กำ�จัดทิ้งตามระเบียบและมาตรฐานอุตสาหกรรม/ท้องถิ่น/ภูมิภาค/ประเทศในปัจจุบัน

คำ�แนะนำ�การใช้งาน
ปฏิบัติตามคำ�แนะนำ�ทั้งหมดอย่างละเอียดรอบคอบ หากไม่ปฏิบัติเช่นนั้น อาจให้ผลที่ไม่ถูกต้องแม่นยำ�ได้

การเตรียมน้ำ�ยา
นำ�น้ำ�ยาทั้งหมดออกมาไว้ที่อุณหภูมิห้อง (20-25°C) ก่อนใช้งาน ใช้ภาชนะสำ�หรับใช้ในห้องปฏิบัติการที่สะอาดสำ�หรับเจือจางและจัดเก็บ
สารละลายสำ�หรับใช้งาน

ก.	 Neogen บัฟเฟอร์การสกัด

	 ในการเตรียมบัฟเฟอร์การสกัด 1X ให้เติม Neogen บัฟเฟอร์การสกัด (4X) หนึ่งส่วน และเจือจางในน้ำ�กลั่นหรือน้ำ�ที่ขจัดไอออน
สามส่วน อุ่นบัฟเฟอร์การสกัด (1X) ล่วงหน้าจนถึงอุณหภูมิ 50-60°C ในอ่างน้ำ�ควบคุมอุณหภูมิหรือตู้บ่มเพาะเชื้อแบบเขย่าก่อนใช้
งาน ตัวอย่างแต่ละอันต้องใช้บัฟเฟอร์การสกัด 1X ขนาด 4.5 มล. 

ข.	 Neogen สารละลายทำ�ให้เจือจาง

	 ในการเตรียมสารละลายทำ�ให้เจือจาง 1X ให้เติม Neogen สารทำ�ให้เจือจาง (5X) หนึ่งส่วน ลงในน้ำ�กลั่นหรือน้ำ�ที่ขจัดไอออนสี่
ส่วน ตัวอย่างแต่ละอันต้องใช้สารละลายทำ�ให้เจือจาง 1X ขนาด 4.5 มล. ทั้งหมด

ค.	 Neogen สารละลายสำ�หรับใช้ล้าง

	 ในการเตรียมสารละลายสำ�หรับใช้ล้าง 1X ให้เติม Neogen สารละลายสำ�หรับใช้ล้าง (20X) หนึ่งส่วน ลงในน้ำ�กลั่นหรือน้ำ�ที่ขจัด
ไอออน 19 ส่วน หลุม Neogen ELISA แต่ละหลุมต้องใช้สารละลายสำ�หรับใช้ล้าง 1X ขนาด 2.5 มล. โดยประมาณ 

	 หมายเหตุ: อาจมีการเกิดผลึกใน Neogen สารละลายสำ�หรับใช้ล้าง (20X) เมื่อเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 2-8°C ในการละลายผลึก ให้
อุ่น Neogen สารละลายสำ�หรับใช้ล้าง (20X) จนถึงอุณหภูมิ 30-35°C ในอ่างน้ำ�ควบคุมอุณหภูมิหรือตู้บ่มเพาะเชื้อก่อนการเตรียม
สารละลายสำ�หรับใช้ล้าง (1X)

ง.	 Neogen คอนจูเกต HRP ของไข่ขาว

	 ในการเตรียมคอนจูเกต HRP ของไข่ขาว 1X ให้เติม Neogen คอนจูเกต HRP ของไข่ขาว (10X) หนึ่งส่วน และเจือจางใน
สารละลายทำ�ให้เจือจาง 1X ในปริมาณ 9 ส่วน เตรียมทันทีก่อนใช้งาน หลุม Neogen ELISA แต่ละหลุมต้องใช้คอนจูเกต HRP 
ของไข่ขาว 1X ขนาด 100 ไมโครลิตร 

การเตรียมตัวอย่าง
หมายเหตุ: ตัวอย่างทั้งหมดต้องสกัดด้วยบัฟเฟอร์การสกัด 1X ที่อุ่นล่วงหน้าแล้วจนถึงอุณหภูมิ 50-60°C

1.1	 เตรียมตัวอย่างสำ�หรับการสกัดโปรตีนในหลอดทดลองที่สะอาดหรือหลอดทดลองแบบใช้แล้วทิ้งตามที่อธิบายไว้ในตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2 การเตรียมตัวอย่าง

เมตริกซ์ตัวอย่าง ขนาดตัวอย่าง การเจือจาง (1/10)

อาหารแข็ง 0.5 ± 0.02 ก. เติมบัฟเฟอร์การสกัด 1X ที่อุ่นล่วงหน้าแล้ว ขนาด 4.5 ± 0.09 มล.
อาหารเหลว 0.5 ± 0.01 มล. เติมบัฟเฟอร์การสกัด 1X ที่อุ่นล่วงหน้าแล้ว ขนาด 4.5 ± 0.09 มล.
น้ำ�ล้างสุดท้ายของการทำ�ความสะอาดแบบ
ไม่ถอดชิ้นส่วน (CIP)

0.5 ± 0.01 มล. เติมบัฟเฟอร์การสกัด 1X ที่อุ่นล่วงหน้าแล้ว ขนาด 4.5 ± 0.09 มล.

ของแข็ง

ของเหลว

1.2	 บ่มเพาะเชื้อตัวอย่างที่เจือจางแล้วในอ่างน้ำ�ควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่าหรือตู้บ่มเพาะเชื้อแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 50-60°C เป็นเวลา  
25 ± 1 นาที อีกทางเลือกคือปล่อยตัวอย่างไว้ในอ่างน้ำ�ควบคุมอุณหภูมิหรือตู้บ่มเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 50-60°C และเขย่าด้วยมือเป็น
เวลา 1 นาที ทุก ๆ 5 นาที

1.3	 หลังจากการบ่มเพาะเชื้อแล้ว หมุนเหวี่ยงตัวอย่างที่ 5000-7000 รอบต่อนาที (3000 x ก.) เป็นเวลา 20 ถึง 30 วินาที เพื่อให้อนุภาค
จับเป็นก้อนหรือปล่อยให้ตกตะกอนเป็นเวลา 5 นาทีในตะแกรงใส่หลอดทดลอง 

1.4	 เก็บ 100 ไมโครลิตรจากระดับกลาง (ประกอบด้วยน้ำ�) แล้วเติมลงในสารละลายทำ�ให้เจือจาง (1X) ขนาด 900 ไมโครลิตร หมุนวน
หรือเขย่าเพื่อผสมให้เข้ากัน (ซึ่งจะเท่ากับการเจือจาง 1/100 ของตัวอย่างเดิม)

หรือ

50-60°C 
0:25:00
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หรือ

3000 ก. / 00:00:30

00:05:00

ขั้นตอน ELISA
2.1	 นำ�หลุม Neogen ELISA ออกหนึ่งหลุมต่อตัวอย่างและ/หรือสารมาตรฐาน แล้ววางหลุมไว้ในที่วางหลุม นำ�หลุม Neogen ELISA ที่

ไม่ได้ใช้เก็บคืนไว้ในถุงฟอยล์ ซีลซ้ำ�แล้วนำ�กลับไปเก็บที่อุณหภูมิ 2-8°C

2.2	 ในการใช้ Neogen® น้ำ�ยามาตรฐานโปรตีนของไข่ขาว ให้เตรียมสารมาตรฐานสี่หน่วยที่เจือจางแล้วในสารละลายทำ�ให้เจือจาง 
(1X) หนึ่งชุด 

หมายเลขมาตรฐาน ความเข้มข้นมาตรฐาน  

(นาโนกรัม/มล.) 

ปริมาตรของสารมาตรฐานที่เติม

ลงในสารทำ�ให้เจือจาง 1X

ปริมาตรของสารละลายทำ�ให้

เจือจาง 1X

4 135 Neogen น้ำ�ยามาตรฐานโปรตีนของ
ไข่ขาว 10 ไมโครลิตร

990 ไมโครลิตร

3 45 สารมาตรฐานหมายเลข 4 ขนาด 
200 ไมโครลิตร

400 ไมโครลิตร

2 15 สารมาตรฐานหมายเลข 3 ขนาด 
200 ไมโครลิตร

400 ไมโครลิตร

1 5 สารมาตรฐานหมายเลข 2 ขนาด 
200 ไมโครลิตร

400 ไมโครลิตร

0 0 0 400 ไมโครลิตร

2.3	 ปิเปตสารมาตรฐานแต่ละชนิด 100 ไมโครลิตรลงในหลุม Neogen ELISA 
•	 สารมาตรฐาน 0 (สารละลายทำ�ให้เจือจาง 1X)
•	 สารมาตรฐาน 1 (5 นาโนกรัม/มล.) ส่วนต่อพันล้านส่วน
•	 สารมาตรฐาน 2 (15 นาโนกรัม/มล.) ส่วนต่อพันล้านส่วน
•	 สารมาตรฐาน 3 (45 นาโนกรัม/มล.) ส่วนต่อพันล้านส่วน
•	 สารมาตรฐาน 4 (135 นาโนกรัม/มล.) ส่วนต่อพันล้านส่วน

2.4	 ปิเปตตัวอย่างที่สกัดและเตรียมไว้ในข้อ 1.4 100 ไมโครลิตรลงในหลุม Neogen ELISA 

2.5	 บ่มเพราะเชื้อหลุม Neogen ELISA ในเครื่องเขย่าสารแนวราบที่ตั้งค่าที่ 400 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (20-25°C) เป็นเวลา  
30 ± 2 นาที ครอบหลุมไว้และรักษาระดับให้อยู่ในระนาบเดียวกันในระหว่างขั้นตอนนี้เพื่อป้องกันการระเหย 

2.6	 หลังจากการบ่มเพาะเชื้อ ดูดสารของหลุม Neogen ELISA

2.7	 เติมหลุม Neogen ELISA แต่ละหลุมให้เต็มด้วยสารละลายสำ�หรับใช้ล้าง 1X และดูดออก หากทำ�การล้างด้วยมือ ให้กลับด้านเพลท
แล้วเท/เขย่าสารทิ้งลงในถังขยะ และเคาะหลุมอย่างรวดเร็วบนกระดาษซับเพื่อขจัดสารละลายสำ�หรับใช้ล้างที่ตกค้าง ทำ�ซ้ำ�ขั้นตอน
นี้ [สาม] ครั้งเพื่อล้างทั้งหมด [สี่] ครั้ง 

2.8	 ปิเปตคอนจูเกต HRP ของไข่ขาว 1X ขนาด 100 ไมโครลิตรลงในหลุม Neogen ELISA แต่ละหลุม บ่มเพาะเชื้อในเครื่องเขย่า
สารแนวราบที่ตั้งค่าที่ 400 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10± 2 นาที ครอบหลุมไว้ในที่มืดและรักษาให้อยู่ในระดับเดียวกัน
ระหว่างขั้นตอนนี้

2.9	 ทำ�ซ้ำ�ขั้นตอนที่ 2.6 และ 2.7 เพื่อให้ล้างครบทั้งหมดสี่ครั้งด้วยสารละลายสำ�หรับใช้ล้าง (1X)

2.10	ปิเปต Neogen สารละลายตั้งต้นโครโมเจนิก (TMB) ขนาด 100 ไมโครลิตรลงในหลุม Neogen ELISA แต่ละหลุม
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2.11	บ่มเพาะเชื้อในเครื่องเขย่าสารแนวราบที่ตั้งค่าที่ 400 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที ครอบหลุมไว้ในที่มืดและรักษา

ให้อยู่ในระดับเดียวกันระหว่างขั้นตอนนี้

2.12	หลังจากการบ่มเพาะเชื้อ ให้เติม Neogen สารละลายสำ�หรับใช้หยุด ขนาด 100 ไมโครลิตรลงในหลุม Neogen ELISA แต่ละหลุม  
แล้วพิจารณาการดูดกลืน (ที่ 450 นาโนเมตร) ภายใน 30 นาที 

00:30:00/อุณหภูมิห้อง

00:10:00/อุณหภูมิห้อง

00:10:00/อุณหภูมิห้อง

การวิเคราะห์ผล
3.1	 หักค่าพื้นหลังเฉลี่ยของตัวอย่างแต่ละตัวอย่าง (ค่าที่อ่านได้ของการดูดกลืนเฉลี่ยของตัวอย่างลบค่าที่อ่านได้ของการดูดกลืนเฉลี่ย

ของค่าศูนย์มาตรฐาน)
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（ภาษาไทย）（ภาษาไทย）TH
3.2	 ใช้ซอฟต์แวร์คอมพิวเตอร์ท่ีสามารถสร้างส่วนปรับเส้นโค้งโลจิสติกส์แบบสี่พารามิเตอร์ สร้างเส้นโค้งมาตรฐานโดยการพล็อตความ

เข้มข้นเป็นนาโนกรัม/มิลลิลิตร (ส่วนต่อพันล้านส่วน) บนแกน X และค่าการดูดกลืนที่อ่านได้ตามสารมาตรฐานที่สอดคล้องกันแต่ละ
ตัวบนแกน Y นอกจากนี้ อาจใช้ส่วนปรับเส้นโค้งพหุนามอันดับสอง (สมการกำ�ลังสอง) หรือเส้นโค้งอื่น ๆ ได้ อย่างไรก็ตามส่วนปรับ
เส้นโค้งเหล่านั้นอาจให้ข้อมูลที่แม่นยำ�น้อยกว่า

3.3	 คำ�นวณความเข้มข้นของตัวอย่างจากเส้นโค้งมาตรฐาน หน่วยของผลลัพธ์คือนาโนกรัม/มล. (ส่วนต่อพันล้านส่วน) จากนั้น คูณด้วย
ตัวหารของการเจือจางตัวอย่างเพื่อทราบความเข้มข้นของตัวอย่างเดิม ตัวอย่างเช่น หากการเจือจางทั้งหมดของตัวอย่างคือ 1/100 
และความเข้มข้นของตัวอย่างของเส้นโค้งมาตรฐานเท่ากับ 200 นาโนกรัม/มล. (ส่วนต่อพันล้านส่วน) ความเข้มข้นของตัวอย่าง
สุดท้ายจะเท่ากับ 200 นาโนกรัม/มล. x 100 = 20,000 นาโนกรัม/มล. (ส่วนต่อพันล้านส่วน) ซึ่งเท่ากับ 20 ไมโครกรัม/มล. (ส่วนต่อ
ล้านส่วน)

คุณลักษณะขั้นต่ำ�
ก.	 ปริมาณต่ำ�สุดที่วิเคราะห์ได้ (LOD) เท่ากับ 2.1 นาโนกรัม/มล. (ส่วนต่อพันล้านส่วน)

	 ปริมาณต่ำ�สุดที่ตรวจพบกำ�หนดเป็นความเข้มข้นต่ำ�สุดของสารก่อภูมิแพ้ในตัวอย่างที่ทดสอบที่สามารถจำ�แนกจากตัวอย่างที่ไม่มี
สารสกัด ณ ระดับความเป็นไปได้ที่กำ�หนด3 ซึ่งกำ�หนดโดยการเพิ่มค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสามค่าลงในค่าความขุ่นกลางของค่าซ้ำ�
ศูนย์มาตรฐานสี่สิบแปดค่า และการคำ�นวณความเข้มข้นที่เกี่ยวข้อง

ข.	 ปริมาณต่ำ�สุดที่สามารถรายงานค่าเป็นตัวเลข (LOQ) เท่ากับ 0.5 ส่วนต่อล้านส่วน

	 ปริมาณต่ำ�สุดที่สามารถรายงานค่าเป็นตัวเลขกำ�หนดเป็นระดับต่ำ�สุดของสารก่อภูมิแพ้ในตัวอย่างที่ทดสอบที่สามารถรายงานเป็น
ตัวเลข ณ ระดับความแม่นยำ�ที่กำ�หนด3 

ความแม่นยำ�

ความแม่นยำ�ภายในสารที่ใช้วิเคราะห์ ค่าเฉลี่ย %CV = <10 N=12
ความแม่นยำ�ระหว่างสารที่วิเคราะห์ ค่าเฉลี่ย %CV = <10 N=12

ข้อมูลอ้างอิง
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.

คำ�อธิบายสัญลักษณ์
info.neogen.com/symbols
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يظل Neogen المحلول 
م ذو  ف المُنظِّ المخفِّ

التركيز )5X( ثابتًا حتى 
تاريخ انتهاء صلاحية 

الطقم. 

 2-8°C يُخفّف بنسبة 1/5 
مباشرة قبل استخدامه 

للحصول على محلول 
.1X عمل تركيزه

زجاجة واحدة بها 50 مليلترًا من 
.5X ف تركيزه المحلول المخفِّ

®Neogen المحلول 

)5X( ف المخفِّ

يظل Neogen محلول 
الغسيل ذو التركيز 

)20X( ثابتًا حتى تاريخ 
انتهاء صلاحية الطقم. 

يظل محلول الغسيل ذو 
التركيز 1X ثابتًا لمدة 
لا تقل عن أسبوع بعد 

إعداده.

C°8-2 لكلٍ 
من محلول 
العمل ذي 
 1X التركيز

ومحلول 
الغسيل ذي 
.20X التركيز

يُخفّف بنسبة 1/20 
للحصول على محلول 

.1X عمل تركيزه

زجاجة واحدة بها 50 مليلترًا من 
.20X محلول الغسيل بتركيز

®Neogen محلول 

)20X( الغسيل بتركيز

يظل عامل الاستخلاص 
ذو التركيز 1X و
Neogen عامل 

الاستخلاص المنظم ذو 
التركيز )4X( ثابتين حتى 

تاريخ انتهاء صلاحية 
الطقم.

C°8-2 لكلٍ 
من محلول 
العمل ذي 

التركيز 1X و
Neogen عامل 

الاستخلاص 
المنظم بتركيز 

.)4X(

يُخفّف بنسبة 1/4 
للحصول على محلول 
عمل تركيزه 1X. يجب 
تسخين محلول العمل 

إلى درجة حرارة -50
C°60 قبل الاستخدام.

زجاجة واحدة بها 120 مليلترًا من 
.)4X( عامل الاستخلاص بتركيز

®Neogen عامل 

الاستخلاص المنظم 
)4X( بتركيز E26‏

يُحفظ بعيدًا عن الضوء. 
يظل Neogen محلول 

الطبقة التحتية الصبغية 
ثابتًا حتى تاريخ انتهاء 

صلاحية الطقم.

C°8-2 في 
الظلام.

جاهز للاستخدام. زجاجة واحدة بها 12 مليلترًا من 
محلول الطبقة التحتية الصبغية 

تيتراميثيلبنزيدين 3,3’,5,5’- 
.)TMB(

®Neogen محلول 

الطبقة التحتية الصبغية

يظل Neogen محلول 
التوقف ثابتًا حتى تاريخ 

انتهاء صلاحية الطقم
.

2-8°C جاهز للاستخدام. زجاجة واحدة بها 12 مليلترًا من 
0.3 م حمض الكبريتيك.

®Neogen محلول 

التوقف

مواد غير متوفرة في المجموعة: 
ماصات دقة ورؤوس ماصة لجمع من 10 إلى 100 ميكرولتر 	•

أنابيب اختبار 	•
ف/شفاط لوح المعيار المِكْرَوي مُنظِّ 	•

ر أو منزوع الأيونات ماء مُقطَّ 	•
قارئ لوح المعيار المِكْرَوي  	•

مة مجموعة متنوعة من معدات المعمل لتحضير الكواشف ومحاليل العوامل المُنظِّ 	•
مؤقت 	•
مُقلِّب 	•

ان هزاز حمام مائي هزاز أو حضَّ 	•
جهاز هزاز دوراني 	•

السلامة
باع جميع إرشادات السلامة الواردة في تعليمات Neogen طقم اليزا بروتين بياض البيض.  يجب على المُستخدم قراءة وفهم واتِّ

وينبغي الاحتفاظ بإرشادات السلامة للرجوع إليها في المستقبل.
يشير إلى حالة خطرة قد تؤدي، إن لم يتم تجنبها، إلى الوفاة أو التعرض لإصابات خطيرة و/أو حدوث تلف في  تحذير:	 	

الممتلكات.
يشير إلى حالة يُحتمل أن تكون خطرة قد تؤدي، إن لم يتم تجنبها، إلى حدوث تلف في الممتلكات. إنذار:	 	 
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ة سعة 100 ميكرولتر من Neogen محلول الطبقة التحتية الصبغية تيتراميثيلبنزيدين )TMB( في كل أنبوب من أنابيب  ماصَّ 	10.2
Neogen للفحص المناعي المرتبط بالإنزيم )اليزا(.

يجب التحضين في جهاز الهزاز الدوراني المضبوط على سرعة دوران 400 دورة في الدقيقة ودرجة الحرارة المُحيطة لمدة  	11.2
10 دقائق. حافظ على تغطية اللوح ووضعه في الظلام واستوائه خلال هذه الخطوة.

بعد التحضين، أضف 100 ميكرولتر من Neogen محلول التوقف في كل أنبوب من أنابيب Neogen للفحص المناعي المرتبط  	12.2
 بالإنزيم )اليزا( وحدّد الامتصاصية 

)في 450 نانومتر( خلال 30 دقيقة. 

00:30:00/درجة الحرارة المحيطة

00:10:00/درجة الحرارة المحيطة

00:10:00/درجة الحرارة المحيطة
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تحليل النتائج
اطرح متوسط القيمة الأساسية لكل عينة )متوسط قراءة الامتصاصية للعينة مطروحًا منها متوسط قراءة الامتصاصية  	1.3

للمعيار صفر.(
وباستخدام برنامج حاسوبي قادر على توليد منحنى لوجستي رباعي المتغيرات متوافق، أنشئ مُنحنى معياريًا برسم مُخطط  	2.3
للتركيز بالنانوجرام / مليلتر )جزء في المليار( على المحور السيني وقراءة الامتصاصية لكل معيار مُناظر على المحور الصادي. 
ويمكن أيضًا استخدام دالة متعددة الحدود من الدرجة الثانية )دالة تربيعية( أو منحنى متوافق آخر؛ ومع ذلك، فإنها ستكون 

أقل دقة من ناحية توافق البيانات.
ر وحدة النتيجة بالنانوجرام/مليلتر )جزء في المليار(. ثم اضرب في عامل  احتسب تركيزات العينة من المنحنى المعياري؛ تُقدَّ 	3.3

تخفيف العينة للحصول على تركيز العينة الأصلية. فعلى سبيل المثال، إذا كان التخفيف الكلي للعينة هو 1/100 وكان 
تركيز العينة من المنحنى المعياري 200 نانوجرام/مليلتر )جزء في المليار(، فإن التركيز النهائي للعينة يكون 200 نانوجرام/

مليلتر × 100 = 20,000 نانوجرام/مليلتر )جزء في المليار( وهو 20 ميكروجرام/مليلتر )جزء في المليون(.
خصائص أدنى أداء

حد الكشف التحليلي )LOD( هو 2.1 نانوجرام/مليلتر )جزء في المليار( أ.	
د الحساسية في عينة اختبار يمكن تمييزها عن عينة حقيقية خالية عند مستوى  ف حد الكشف بأنه أدنى تركيز لمولِّ يُعرَّ 	

د 3. ويُحدّد من خلال إضافة ثلاثة انحرافات معيارية إلى متوسط قيمة الكثافة الضوئية من ثمانية وأربعين من  احتمال مُحدَّ
مضاعفات المعيار صفر وحساب التركيز المُناظر.

حد القياس الكمي )LOQ( هو 0.5 جزء في المليون ب.	
د الحساسية في عينة اختبار يمكن قياسها بشكل صحيح عند مستوى معين  ف حد القياس الكمي بأنه أدنى تركيز لمولِّ يُعرَّ 	

من الدقة 3. 
الدقة

N=12 10> = CV% متوسط الدقة في المقايسة في ذات الوقت
N=12 10> = CV% متوسط الدقة في المقايسة بين أوقات متباينة

المراجع
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