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Reagencie pro stanoveni koncentrace aflatoxinu REAGENTS & INSTRUMENTS
B1 ve vzorcich potravin a krmiv.
Pouze pro in vitro diagnostiku v laboratofich. AFLATOXIN B1

KOMPETITIVNI ELISA

OBECNE INFORMACE

Aflatoxiny jsou skupinou extrémné toxickych sloucenin produkovanych plisnémi Aspergillus flavus, A. paraciticus a
A.nomius?. Tyto plisné se mohou vyskytovat na potravinach a krmivech ziskanych z tropickych a subtropickych oblasti.
Kontaminace aflatoxinem se vyskytuje hlavné u obilovin, ryZe, kukuftice, séji, ofech( a arasid(2. Aflatoxiny zpusobuji
rakovinu, ktera poskozuje zejména jatra, ale také stfeva, plice a prsa. V ramci EU byly nafizenim Komise (ES) ¢. 1881/2006
stanoveny maximalni limity (ML) pro fadu mykotoxin( v souladu s normami FAO / WHO Codex Alimentarius. ML pro
aflatoxin B1 ve vétsiné potravin pro pfimou lidskou spotfebu se pohybuje od 2 do 12 ug / kg (ppb) 3*. Pro potraviny
vyrobené na bazi obilovin, pro kojenecké vyzivy a potraviny pro malé déti a pro dietni potraviny pro zvlastni [éCebné ucely
uréené specidlné pro kojence? byl ML pro aflatoxin B1 stanoven na 0,1 ug / kg.

PRINCIP METODY
Aflatoxin B1 ELISA je konkurenc¢ni enzymovy imunotest pro kvantitativni analyzu aflatoxinu B1 ve vzorcich potravin a krmiv.

Mikrotitracni jamky jsou potazeny krali¢im anti-mysim 1gG. Pfi prvni inkubaci aflatoxin B1 ve vzorku (nebo ve standardu)
soutézi s enzymem znacenym aflatoxinem B1, aby se navazal na specifické mysi protilatky proti aflatoxinu B1. Komplex
antigennich protilatek je zachycen imobilizovanou anti-mysi protilatkou.

Pfi druhé inkubaci se do kazdé jamky prida tetramethylbenzidin (TMB) jako enzymovy substrat a po zbarveni se
enzymaticka reakce zastavi kyselinou sirovou. Vznikly produkt se méfi pti 450 nm. Namérena absorbance je nepfimo
umérna koncentraci aflatoxinu B1 pfitomného ve vzorkus®.

OBSAH A SLOZENI

Promyvaci pufr. 30 ml. Koncentrovany (20x) pufr.

Redici pufr. 20 ml. Koncentrovany (4x) pufr.

Konjugat. Lyofilizovand, modry uzavér. Aflatoxin B1 znaceny peroxidazou.

Roztok substratu. 12 ml. 3,3 ', 5,5'-tetramethylbenzidin (TMB).

Zastavovaci roztok. 15 ml. Kyselina sirova 0,5 mol / L.

Protilatka. Lyofilizovan3, Zluty uzavér. Mysi anti-aflatoxin B1 IgG.

Mikrotitracni desticka. 12 prouzku po 8 jamkdch, kazda je potazena krali¢imi anti-mysSimi IgG.
Nulovy standard. 2 ml.

Standardy. 6 x 1,0 ml. Koncentrace: 0,0157, 0,0313, 0,0625, 0,125, 0,25a 0,5ng/ml.

SKLADOVANI A STABILITA

Uchovavejte pfi teploté 2-8 ° C. Kazda soucast kitu je stabilni az do data expirace uvedeného na stitku. Kapalné slozky jsou
stabilni po otevieni aZz do data expirace uvedeného na etiketé, pokud jsou skladovany pfi doporucené teploté, jsou dobie
uzaviené a bylo zabranéno kontaminaci béhem jejich pouzivani.

Indikace poskozeni:

- Absorbance nulového standardu (Ag) je nizsi nez 0,8.

- Reagencie: pfitomnost ¢astic, zékal.

- Mikrotitracni desticky: roztrZeni plastového obalu, makroskopické vady, napf. skrabance na jamce.
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PRIDAVNA ZARIZENi (NEJSOU SOUCASTi DODAVKY)

- Metanol.

- Zvlh¢ovaci komdarka.

- Vicestupnovy aspirator nebo automaticka promyvacka mikrotitracnich desticek.

- Ctetka mikrotitracnich desti¢ek nebo fotometr s mikrokyvetou a filtrem 450 + 10 nm.

- Tyto materialy potfebné pro vySetieni vzorkl nejsou soucasti dodavky.

PRIPRAVA REAGENCIi

Promyvaci pufr. Zfedéte koncentrovany promyvaci pufr s destilovanou vodou v poméru 1/20. Diikladné promichejte.
Stabilni pfi teploté 2-8 ° C do data expirace uvedeného na stitku soupravy.

Zredény Fedici pufr. Vytemperujte koncentrovany fedici pufr na pokojovou teplotu. Dikladné promichejte, aby se
rozpustila pfipadna srazenina. Zfedte destilovanou vodou v poméru 1/4. Dikladné promichejte. Stabilni pfi 2-8 ° C do data
expirace uvedeného stitk( kitu.

Redici roztok na vzorky . Pidejte 2 ml 100% methanolu do 8 ml zitedéného ediciho pufru. Stabilni 1 den pfi 2-8 ° C.

Konjugat. Rekonstituujte lahvicku lyofilizovaného konjugéatu se 4 ml fedéného fediciho pufru a ddkladné promichejte.
Stabilni 7 dni pfi 2-8 ° C nebo 1 rok pfi-20 ° C.

Protilatka. Rekonstituujte lahvicku lyofilizované protilatky 4 ml fedéného fediciho pufru, dikladné promichejte a
uchovdvejte ve tmé az do doby pouziti. Stabilni 7 dni pfi 2-8 ° C, nebo 1 rok pfi -20 ° C.

Vsechny ostatni komponenty jsou pfipraveny k pouziti.

Roztok substratu ma tendenci se v chladnicce vysrazet. Promichejte, aby se srazenina pred pouzitim rozpustila.

OPATRENI

- Aflatoxiny jsou karcinogenni slouceniny. Zabrarte kontaktu s Usty a pokozkou. Ujistéte se , Ze aflatoxiny nejsou inhalovany.
Jakykoli materidl kontaminovany aflatoxiny by mél byt zni¢en, nebo dekontaminovan pridavkem roztoku chlornanu
sodného (10% obj.).

- Zastavovaci roztok obsahuje kyselinu sirovou. Zabrarite kontaktu ¢inidla s pokozkou.
- Vyvarujte se kontaktu vSech biologickych materiald s kdzi a sliznicemi.
- Nepipetujte Usty.

- Nejezte, nepijte, nekufte, neuchovdvejte ani nepfipravujte potraviny, nebo nenanasejte kosmetiku ve vymezeném
pracovnim prostredi.

- TMB je toxicky pfi vdechovani, pfi styku s pokoZkou a pfi poZiti; pfi manipulaci se substratem dbejte opatrnosti.

- Jednotlivé komponenty nepouZivejte po uplynuti doby pouZitelnosti a ani je nezaménujte s komponenty z jinych Sarzi.

PRIPRAVA VZORKU

Homogenni vzorek musi byt ziskdn z reprezentativni ¢asti smési.

Cesky preklad 02/2019/VE
M14100i-01

11/2015 FOODQUHUTV line by BioSystems

BioSystems S.A. Costa Brava, 30. 08030 Barcelona (Spain)
Quality System certified according to EN ISO 9001 standard



Kéd 14100 96 testl

BioSystems

Reagencie pro stanoveni koncentrace aflatoxinu REAGENTS & INSTRUMENTS
B1 ve vzorcich potravin a krmiv.
Pouze pro in vitro diagnostiku v laboratofich. AFLATOXIN B1

KOMPETITIVNI ELISA

Krmivo a potraviny

1. Vzorek (50-100 g) rozemelte a rozmélnéte na jemnou homogenni smés.

2. Ke 3 g rozemletého vzorku pridejte 9 mL 80% methanolu. Dikladné protfepavejte po dobu 10 minut pfi pokojové teploté.
3. Vzorek centrifugujte, 10 minut, 2000 x g, nebo filtrujte.

4. Zted'te 50 pL supernatantu nebo filtratu 150 pL fediciho pufru.

5. Napipetujte 50 uL zfedéného supernatantu do prislusnych jamek na ELISA destickach.

Alternativni metoda pro krmivo a potraviny

1. Vzorek (50-100 g) se rozemelte a rozmélnéte na jemnou homogenni smés.

2. Pridejte 10 mL destilované vody na 1 g homogenizovaného mletého vzorku a protfepejte na vortexu.

3. Do smési pridejte 10 mL dichlormetanu. Dikladné promichéavejte hfidelovym michadlem po dobu 5-10 minut (Rotor).

4. Smés vzorku centrifugujte 10 minut, 2000 x g, pfi pokojové teploté. Filtrujte spodni vrstvu pomoci skladaného filtru
(Scheicher & Schuell ref.no0.10 311 642).

5. Odparte 1 mL filtratu pod mirnym proudem dusiku pFi 50 ° C. Zbytek ziskany odpafenim rozpustte v 1 mL fediciho
roztoku na vzorky.

6. Pfidejte 1 mL n-hexanu a 1 minutu protifepavejte na vortexu.
7. Centrifugujte 10 minut, 2000 x g, pfi pokojové teploté. Odstrarite horni vrstvu (n-hexan).

8. Pokud je spodni vrstva zakalena, opakujte krok odmasténi, dokud nebude ¢ird. Do pfislusnych jamek ELISA destickek
pipetujte 50 pL spodni vrstvy.

Postup extrakce mastnych vzorki (olej, semena, maslo atd.)

1. Do sklenéné zkumavky navazte 2 g jemné rozdrceného a nasledné zhomogenizovaného vzorku.
2. Pridejte 8 mL dichlormetanu a smés promichavejte hiidelovym michadlem po dobu 30 minut.
3. Extrakt filtrujte filtrem @ 90 mm / Schleicher & Schuell (éislo vyrobku 10311642).

4. Vezméte 4 mL filtratu a odparte do sucha pfi 50 °C pod mirnym proudem dusiku. Zbytek ziskany odparenim rozpustte v 1
mL fediciho roztoku na vzorek.

5. Pfidejte 1 mL n-hexanu (pro odmasténi) a promichejte na vortexu.

6. Centrifugujte 5 minut, 2000 x g, pfi pokojové teploté. Pipetujte spodni vrstvu do Cisté zkumavky.
7. Pfridejte 1 mL n-hexanu a promichejte na vortexu.

8. Centrifugujte 5 minut, 2000 x g, pfi pokojové teploté. Odstrarite horni vrstvu (n-hexan).

9. Do pfislusnych jamek mikrotitracni desticky ELISA napipetujte 50 uL spodni vrstvy.
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Alternativni metoda: Jedlé oleje

1. K1 g oleje pridejte 3 mL 80% methanolu a 2 mL n-hexanu. Protfepdvejte na vortexu a promichdvejte hiidelovym
michadlem po dobu 10 minut.

2. Centrifugujte 5 minut, 2000 x g, a oddélte horni vrstvu (n-hexan).
3. Smichejte 100 pL extraktu a 400 L fediciho roztoku na vzorek a protrepte na vortexu.

4. Napipetujte 50 uL roztoku (bod 3) do pfislusnych jamek mikrotitracni desticky ELISA.

POSTUP

Vytemperujte vSechna Cinidla a mikrotitracni desticky na pokojovou teplotu.

1. Otevrete obal s mikrotitracnimi destickami a vyjméte potfebné mnozstvi jamek (Poznamka 1).
2. Napipetujte 100 pL nulového standardu v duplikatu (jamky H1, H2).

3. Napipetujte 50 pL nulového standardu v duplikatu (jamky A1, A2).

4. Napipetujte v duplikdtu 50 puL kazdého standardniho roztoku aflatoxinu B1 (jamky B1, B2 az G1, G2, tj. 0,0157, 0,0313,
0,0625, 0,125, 0,25 a 0,5 ng / mL).

5. Napipetujte v duplikatu 50 pL roztoku kazdého vzorku do zbyvajicich jamek mikrotitracni desticky.

6. Pridejte 25 pL konjugatu do vsech jamek kromé jamek H1 a H2.

7. Pridejte 25 pL roztoku protilatek do vSech jamek kromé jamek H1 a H2. Desticku nékolik sekund protiepavejte.

8. Inkubujte 60 minut pfi teploté 37 ° C (pozndmka 2).

9. Odsajte obsahy jamek a jamky promyjte promyvacim pufrem — 3 x 300 uL. (poznamka 3).

10. Do vsech jamek pipetujte 100 plL substratu.

11. Inkubujte 30 minut pti pokojové teploté (20-25 ° C).

12. Do vSech jamek pipetujte 100 pL zastavovaciho roztoku a nechte stat 5 minut pfi pokojové teploté (Pozndmka 4).

13. Odectéte absorbanci obsahu kazdé jamky pfi 450 nm (poznamka 5). Pfistroj vynulujte pomoci jamek H1 a H2. Barva je
stabilni po dobu nejméné 30 minut.

VYPOCTY

Hodnoty absorbance (stfedni hodnoty duplikatd) Sesti standardd a vzorkd (As) vydélte primérnou hodnotou absorbance
nulového standardu (Ag, jamky Al a A2) a vyndsobte hodnotou 100.

As
Ag

Vypocitejte hodnoty % Bmax pro kazdy standard na ose Y oproti koncentraci aflatoxinu B1 na ose X (logaritmicka stupnice).
Koncentrace aflatoxinu B1 ve vzorcich se vypocitd interpolaci hodnot % Bmax na kalibrac¢ni kfivce:

X 100 = % Bmax
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Priklad kalibraéni krivky :

BioSystems

REAGENTS & INGTRUMENTS

AFLATOXIN B1
KOMPETITIVNI ELISA
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Koncentrace aflatoxinu B1 ziskana z kalibrac¢ni kfivky musi byt vynasobena faktorem, ktery zavisi na pouZitém postupu

zpracovani vzorku:

ng / mL x Faktor = ng / g (ug / kg) vzorku

Postup Faktor

Krmivo a potraviny x 16

Alternativni metoda pro krmivo a potraviny x 10

Postup extrakce mastnych vzorku x1
Alternativni metoda: Jedlé oleje x 20
METROLOGICKE CHARAKTERISTIKY
- Detekéni limit
Vzorek ug / kg Vzorek ug / kg

Cereadlie 0,5 Med 0,75
Ryze 0,4 Ovocné pyré 0,2
Vejce 0,2 Jedlé oleje 0,6
Krmivo 1,0

- Limit linearity: Pro hodnoty vys$si nez 0,5 ng / mL fedéni vzorku 1/10 pomoci fediciho pufru pro vzorek a opakovana

méreni.

- Specificita: ZkFizena reaktivita vici aflatoxinu B1 se vyskytuje u 20% aflatoxinu B2, u 17% aflatoxinu G1 a u 4% aflatoxinu

G2.
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POZNAMKY

1. Nepoutzité jamky skladujte v uzavieném plastovém obalu spolu s exikatorem.

2. VSechny inkubace provadéjte ve zvlhcovaci komUrce, aby se mikrotitracni desticky chranily pred odparovanim a pred
svétlem.

3. Promyvani mGze byt provedeno manudlné, nebo pomoci automatické promyvacky. Promyvaci pufr by mél byt zcela z
jamek odstranén. Dbejte na to, aby nedoslo k poskrabani povrchu jamek v pribéhu postupu.

4. Zastavovaci roztok zastavi enzymovou reakci a musi byt pipetovan do jamek priblizné ve stejné rychlosti, jako substrat v
kroku 10.

5. Nékteré ¢tecky mikrotitracnich desticek umoznuji bichromaticky odecet. V tomto pfipadé pouZijte sekundarni vinovou
délku v rozmezi 600-700 nm.
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UPOZORNENI

Preklad revidovan k datu: 6.2.2019.

Vzhledem k moZné inovaci vyrobku Vam doporucujeme prekontrolovat Cesky preklad s origindlnim pribalovym letdkem
porovnanim podle identifikaéniho ¢isla navodu uvedeném v zapati. Origindlni ndvod najdete v soupravé a na internetové
adrese: www.biosystems.es. Cesky navod je k dispozici na: www.jktrading.cz

Vyhradni distributor:
CR : JK-Trading spol.s.r.o., Kfivatcova 421/5,155 21 Prahas,

tel.: +420 257 220 760

SK : JK-Trading spol.s.r.o., Mecikova 30, 841 07 Bratislava,

tel.: + 421 264 774 591

V ptipadé mimoradnych udalosti:

CR : Toxikologické informaéni stiedisko (TIS), klinika pracovniho léka¥stvi VFN a LF UK,
tel.: +420 224 91 92 93 a +420 224 91 54 02

SK : Toxikologické informacné centrum Bratislava, 833 05, Limbova 5, tel.: +421 254 774 166
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