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Gida alerjenleri, Gliadin ve diger prolaminler, bugday alerjisi ve gluten intoleransi(¢8lyak hastaligr) da dahil olmak {izere bir dizi rahatsizlikta baslica
nedensel ajanlar olarak tanimlanmustir. Bugday alerjisi, gliadin, alblimin, globulin ve glutenin dahil olmak tizere bir dizi bugday proteinine karsi spesifik
bir bagisiklik tepkisidir. Colyak hastaligi, ince bagirsakta besinlerin zayif emilimiyle sonuglanan gluten proteinlerine karsi kronik bir reaksiyondur.

AMACLANAN KULLANIM
Veratox® for Gliadin, bugday, arpa ve ¢avdarda bulunan gliadin ve prolaminlerin varligi agisindan glutensiz olmasi amaglanan bilesenlerin, yerinde temiz
cozeltilerin ve bitmis gida Uriinlerinin kantitatif analizi icin tasarlanmistir.

A. Isil islem gormemis numunelerin orbital ¢alkalayici veya dondiiriicii ile ekstraksiyonu )

1. 4 kisim etanol ile 6 kisim distile suyu birlestirerek %40 etanol ekstraksiyon sollisyonu hazirlayin. Ornek ekstrakt seyreltme soliisyonunu (PBS) prosediir
notu 3'te ayrintili olarak agiklandigi sekilde hazirlayin.

2. Temiz bir 50 cc tlipe 1 6gdtdlmis numune veya TmL sivinumune ekleyin.

3. Tupe Tkaslk ekstraksiyon katki maddesi ekleyin.

4, Ttipe 10 mL (sivi numuneler igin 9 mL) %40 etanol ekleyin, kapagi sikica kapatin, ardindan tam karismayi saglamak igin tiipi yaklasik 20 saniye
boyunca elle kuvvetlice calkalayin veya 10 saniye boyunca vorteksleyin.

5. Tiip( aletin diiz pedi Uzerine yan yatirarak ve bir lastik bant veya bant kullanarak sikica tutarak bir orbital galkalayicida veya rotatorde sallayarak (150rpm)
ekstrakte edin. Oda sicakliginda 15 dakika boyunca dondiriin veya calkalayin.

6. TUpl cikarin ve berrak 6zt gekmeden 6nce numune 6zditlinin ¢okmesini saglamak igin yaklasik 10 dakika rafta bekletin.

7. Ekstraktin Gist katmanindan 100 pL ¢ekip 3,9 mL PBS igeren kiigUk bir tlipe veya siseye aktararak her bir numuneyi 1:40 oraninda seyreltin veya 0,5 mL
ekstrakti Bir test tiipiinde 19,5 mL PBS.

8. Kanstirmak igin tlipli 5 saniye boyunca vorteksleyin veya elle birkag kez ters gevirin.

9. Seyreltilmis numuneleri ekstraksiyondan sonraki 2-3 saat icinde test edin.

B. Isilislem gérmemis numunelerin calkalayici veya calkalayici su banyosu ile ekstraksiyonu

1.4 kisim etanol ile 6 kisim distile suyu birlestirerek %40 etanol ekstraksiyon sollisyonu hazirlayin. Ornek ekstrakt seyreltme soliisyonunu (PBS) prosediir
notu #3'te ayrintili olarak aciklandigji sekilde hazirlayin.

2.125 mLik temiz bir ekstraksiyon sisesine 2 g 6§uttlmis numune veya 2 mL sivinumune ekleyin.

3. Siseye Tkasik ekstraksiyon katkisi ekleyin.

4,20 mL (sivi numuneler icin 18 mL) %40 etanol ekleyin, sisenin kapagini sikica kapatin, ardindan tamamen karismasini saglamak igin yaklasik 20 saniye
boyunca elle kuvvetlice calkalayin.

5. 0da sicakliginda 15 dakika boyunca bir calkalayicida sallayarak (150 rpm) ekstrakte edin (bir galkalayic su banyosu ise yarayabilir, ancak 1siyi agmayin).
Siseyi calkalayicidan ¢ikarin ya da banyo.

6. Berrak 0z(itl cekmeden 6nce numunenin bir kisminin cdkmesini saglamak icin siseyi yaklasik 10 dakika bekletin.

7. Ekstraktin ist katmanindan 100 pL cekip 3,9 mL PBS igeren kiigiik bir tlipe veya siseye aktararak veya 0,5 mL ekstrakti 19,5 mL PBS ile karistirarak her
bir numuneyi 1:40 oraninda seyreltin. C.

8. Karistirmak igin tlipl 5 saniye boyunca vorteksleyin veya elle birkag kez ters gevirin.

9. Seyreltiimis numuneleri ekstraksiyondan sonraki 2-3 saat i¢inde test edin.

C. Isil islem gormiis numunelerden gliadin ekstrakte etmek igin:

1.55 kisim etanol ile 45 kisim distile suyu birlestirerek %55 etanol ekstraksiyon sollisyonu hazirlayin.

2. Ornek ekstrakt seyreltme sollisyonunu (PBS) prosediir notu 3'te ayrintili olarak agiklandigji sekilde hazirlayin. NOT: Ekstraksiyon kokteyli gozeltisi ile
ekstraksiyon bir kimyasal baslik altinda yapilmalidir.

3.0,25 g numuneyi 50 cclik vidall kapakli santrif(j tipdine tartin.

4,25 mL ekstraksiyon kokteyli gozeltisi ekleyin (seyreltme faktori 1:10).

5. Kokteyli ve numuneyi homojenize etmek igin kapagi kapatin ve 10-20 saniye vorteksleyin.

6.50°Cde 40 dakika inkiibe edin (su banyosu veya firin).

7. Ornekleri cikarin ve 5-10 dakika sogumaya birakin.

8. 1kasik 6zel ekstraksiyon katkisi ekleyin (prosediir notu ‘e bakin).

9.75 mL %55 etanol ekleyin ve 10-20 saniye boyunca tekrar vorteksleyin (nihai etanol konsantrasyonu %41 olacaktir ve bu noktaya kadar 6rnek
seyreltmesi 1:40'tir).

10. Oda sicakliginda 1saat boyunca bir donddiriicii Gizerinde (tiip yan yatirilarak) calkalayin (150-200 rpm).

11. Numuneyi (gerekirse) 2500 rpmde 5 dakika santrifGjleyin.

12. Numuneyi PBS iginde 1:10 oraninda seyreltin (1,8 mL PBS iginde 200 pL. numune).

13. Ornekler calismaya hazirdir (1:400 nihai seyreltme).

Ornek ekstrakt seyreltme soliisyonu (PBS): Bir folyo poset seyreltme ¢oziiciisti olan 10 mM PBSYi 1L distile veya deiyonize suya ekleyerek ekstrakt
seyreltme ¢ozeltisini hazirlayin. lyice karistirmak igin dondrtn.

Yikama tamponu: Yikama tamponu konsantresini 960 mL distile veya deiyonize su iginde 1Llik bos bir kapta seyrelterek ylkama tamponu ¢ozeltisini
hazirlayin. Siseyi birkag kez suyla durulayarak tim konsantrenin aktarildigindan emin olun ve iyice karismasini saglamak igin dénddrtn.

*Bitter cikolata, kakao ve tanen. Bitter cikolata ve kakao tozu gibi bitter ¢ikolata, kakao ve/veya tanenin bulundugu Grtinleri test ediyorsaniz, 6zel bir ekstraksiyon katkisi
(Neogen (iriin 8482) icin iletisime gegin.
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Gida alerjenleri, Gliadin ve diger prolaminler, bugday alerjisi ve gluten intoleransi(¢dlyak hastaligr) da dahil olmak {izere bir dizi rahatsizlikta baslica
nedensel ajanlar olarak tanimlanmistir. Bugday alerjisi, gliadin, albtimin, globulin ve glutenin dahil olmak tizere bir dizi bugday proteinine karsi spesifik
bir bagisiklik tepkisidir. Colyak hastalii, ince bagirsakta besinlerin zayif emilimiyle sonuglanan gluten proteinlerine karsi kronik bir reaksiyondur.

AMAGLANAN KULLANIM

Veratox® for Gliadin, bugday, arpa ve ¢avdarda bulunan gliadin ve prolaminlerin varligi agisindan glutensiz olmasi amaglanan bilesenlerin, yerinde temiz

cozeltilerin ve bitmis gida Griinlerinin kantitatif analizi igin tasarlanmistir.

150 pL kontrol ve numune ekstraktlarini
kirmiz: isaretli aktanm kuyucuklarina
aktarin.
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Kuyular ters cevirin ve kalan ylkama
soliisyonu ¢ikana kadar bir kagit haviu
lizerine hafifce vurun.

100 pL Kirmizi Durdurma Sollisyonu
reaktif kabindan antikor kuyucuklarina
aktarin. Kanistinn.
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100 pL kontrol ve numune antikor kapli
kuyucuklara aktarin. Kuyu tutucuyu
diiz bir yiizey lizerinde ileri geri
kaydirarak 20 sn. boyunca karistirin.
Mikro kuyucuklari 18-30°C (64-86°F)
oda sicakliginda 10 dk. inkiibe edin.
Kirmiz: isaretli transfer kuyularini atin.

12 kanalli pipet kullanarak 100 pL
konjugati reaktif kabindan antikor
kuyucuklarina aktarin. 10 dk. inkiibe
edin. Diiz bir yiizeyde ileri geri
kaydirarak 20 sn. kanstirin.

Mikrokuyucuklarin altini kuru bir bezle silin

ve 650 nm filtreli bir mikrokuyucuk okuyucu

Stat- Fax'ta okuyun. Analitik sonuglari
etkileyebileceginden hava kabarciklari
ortadan kaldinimalidir. Sonuglar Kirmizi
Durdurma Sollisyonu eklendikten sonra
20 dk. iginde okunmalidr.

TAHIL, UN, GIDA ve YEM
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Kuyucuklarin igindekileri bogaltin.

Her bir antikor kuyusunu 5 kez ylkama
tampon ¢ozeltisiyle yikaymn.

3. ve 4. adimlari tekrarlayin. 100 pL substrati reaktif kabindan antikor

kuyucuklarina 12 kanalli pipet kullanarak
aktarin. 18-30°C (64-86°F) oda sicakliginda
10 dk. inkiibe edin. Diiz bir yiizeyde ileri
geri kaydirarak 20 sn. karistirin.

SONUGLARIN YORUMLANMASI

Standart kontroller bugday gliadininden yapilmis ve gliadin
olarak hesaplanmistir. Glutenin yaklasik 7%50'si gliadin
olarak mevcuttur. Bu nedenle, numunelerin gluten dederini
hesaplamak icin ppm gliadin sonuclarini 2 ile garpin.

DEPOLAMA GEREKLILIKLERI
Kit, 2-8°Cde (35-46°F) buzdolabinda saklandiginda etiket

tzerindeki son kullanma tarihine kadar kullanilabilir.
Dondurmayin.

Format: Sandvi¢ ELISA
Kantitasyon araligi: 5-50 ppm

Saglanan kontroller: 0, 5,10, 20 ve 50 ppm
Test siiresi: 30 dakika
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