- 12 -

[image: image1.png][1i]



Instruction for use  [image: image8.jpg])

XEMA





ИНСТРУКЦИЯ ПО ПРИМЕНЕНИЮ НАБОРА РЕАГЕНТОВ ДЛЯ ИММУНОФЕРМЕНТНОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ СВИНОГО МЯСА В ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТАХ 
«СВИНИНА-ИФА»
A solid-phase enzyme immunoassay for the quantitative determination of pork in human food
PORK EIA

НОМЕР ПО КАТАЛОГУ   REF. K366
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For 96 determinations 







.IVD. Для ин витро исследований
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Инструкция составлена Руководителем службы клиентского сервиса ООО «ХЕМА», к. б. н. Д. С. Кострикиным

ИНСТРУКЦИЯ ПО ПРИМЕНЕНИЮ НАБОРА РЕАГЕНТОВ ДЛЯ ИММУНОФЕРМЕНТНОГО ОПРЕДЕЛЕНИЯ СВИНОГО МЯСА В ПИЩЕВЫХ ПРОДУКТАХ «СВИНИНА-ИФА»
 
1. НАЗНАЧЕНИЕ

1.1. Набор реагентов «СВИНИНА-ИФА» предназначен для количественного определения концентрации свиного мяса в пищевых продуктах методом твердофазного иммуноферментного анализа.
1.2. Мясо свиньи запрещено к употреблению религиозными конфессиями, а в некоторых странах также законом. Свинина также может являться причиной аллергии. С помощью пары высокоспецифичных антител возможно определение следовых количеств антигенов свиного мяса. Тест определяет с практически одинаковой чувствительностью сырое свиное мясо, полуфабрикаты на его основе, а также мясо, прошедшее любую кулинарную обработку, включая варку, жарку, тушение, копчение.
2. ПРИНЦИП РАБОТЫ НАБОРА

Определение свиного мяса основано на использовании «сэндвич»-варианта твердофазного иммуноферментного анализа. На внутренней поверхности лунок планшета иммобилизованы антитела против антигена свиного мяса.  Антиген из образца связываются с антителами на поверхности лунки. Образовавшийся комплекс выявляют с помощью конъюгата антител к другому эпитопу антигена свиного мяса с пероксидазой хрена. В результате образуется связанный с пластиком «сэндвич», содержащий пероксидазу. Во время инкубации с раствором субстрата тетраметилбензидина (ТМБ) происходит окрашивание растворов в лунках. Интенсивность окраски прямо пропорциональна концентрации  свиного мяса в исследуемом образце. Концентрацию свиного мяса в исследуемых образцах определяют по калибровочному графику зависимости оптической плотности от содержания свиного мяса в калибровочных пробах.
3. АНАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

3.1. Специфичность. 
Использование моноклональных антител против антигена скелетной мышцы свиньи (тропомиозинового комплекса) обеспечивает высокую специфичность анализа. Набор не определяет антигенов мяса следующих видов: корова, овца,  антилопа, лошадь, лось, олень, курица, индейка, утка, гусь, кролик, грызуны и нечувствителен к следам крови человека. На момент составления данной версии Инструкции нет данных о специфичности данной тест-системы по отношению к мясу верблюда и кенгуру. ВНИМАНИЕ: данный Набор непригоден для определения следов сердечной и гладкой мускулатуры, жировой ткани и кожи (шкурки) свиньи; данные материалы могут давать положительный результат только в случае попадания фрагментов поперечно-полосатой (скелетной) мышечной ткани.
	Рыбы
Курица             
Индейка
Гусь
Утка
Страус
Лягушка
	<0.1%

	Корова (говядина)
Овца (баранина)
Олень
Кролик
	<0.5%

	Мясо лося
Лошадь (конина)
	<1%


3.2. Воспроизводимость. 
Коэффициент вариации результатов определения содержания свиного мяса в одном и том же образце пищевых продуктов с использованием Набора «СВИНИНА-ИФА» не превышает 8,0%.

3.3. Линейность. 

Зависимость концентрации антигена свиного мяса в образцах при разведении их ИФА -буфером,  имеет линейный характер в диапазоне концентраций 10-300 Ед/мл и составляет ±10%.

3.4. Точность. 

Данный аналитический параметр проверяется тестом на «открытие» – соответствие измеренной концентрации антигена свиного мяса предписанной, полученной путем смешивания равных объемов калибровочных проб 30 и 100 Ед/мл. Процент «открытия» составляет 90-110%.

3.5. Чувствительность. 
Минимальная достоверно определяемая Набором «СВИНИНА-ИФА» концентрация свиного мяса в пищевых продуктах не превышает 5 Ед/мл готового экстракта (см. раздел «Подготовка различных типов исследуемых образцов»). По данным предварительного биохимического анализа это составляет около 25 нг/мл «целевого» белка-антигена свиного мяса. Вместе с тем иммунореактивность «целевого» белка значительно вариирует в зависимости от его сохранности в исследуемом материале и от состава самого материала, поэтому результат рекомендуется выдавать не в весовых, а в условных Единицах.

.

4. СОСТАВ НАБОРА
	 
	Код компонента
	Символ
	Наименование
	Количество
	Ед.
	Описание

	1
	P366Z
	SORB MTP
	Планшет 96-луночный полистироловый, стрипированный, готов к использованию
	1
	шт
	-

	2
	C366Z
	CAL 1 - 5
	Калибровочные пробы на основе трис-буфера (рН 7.2-7.4), содержащие известные количества свиного мяса - 0; 10; 30; 100; 300 Ед/мл, готовы к использованию (по 0.8 мл каждая)
	5
	шт
	прозрачные жидкости красного цвета (калибровочная проба 0 - прозрачная бесцветная жидкость)

	3
	T366Z
	CONJ HRP
	Конъюгат, готов к использованию (11 мл)
	1
	шт
	прозрачная жидкость красного цвета

	4
	S014Z
	DIL
	ИФА-Буфер, готов к использованию (11 мл)
	1
	шт
	прозрачная жидкость синего  цвета

	5
	R055Z
	SUBS TMB
	Раствор субстрата тетраметилбензидина (ТМБ), готов к использованию (11 мл)
	1
	шт
	прозрачная бесцветная жидкость

	6
	S008Z
	BUF WASH 21X
	Концентрат отмывочного раствора, 21х-кратный (22 мл) 
	1
	шт
	прозрачная бесцветная жидкость

	7
	R050Z
	STOP
	Стоп-реагент, готов к использованию (11 мл)
	1
	шт
	прозрачная бесцветная жидкость

	8
	N003
	-
	Бумага для заклеивания планшета
	2
	шт
	-

	9
	K366I
	-
	Инструкция по применению Набора реагентов «СВИНИНА-ИФА» 
	1
	шт
	-

	10
	K366Q
	-
	Паспорт контроля качества Набора реагентов «СВИНИНА-ИФА» 
	1
	шт
	-


5. МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ

5.1. Потенциальный риск применения Набора – класс 1

5.2. Все компоненты Набора, за исключением стоп-реагента (5,0% раствор серной кислоты), в используемых концентрациях являются нетоксичными.

Раствор серной кислоты обладает раздражающим действием. Избегать разбрызгивания и попадания на кожу и слизистые. При попадании на кожу и слизистые пораженный участок следует промыть большим количеством проточной воды.

5.3. При работе с Набором следует соблюдать «Правила устройства, техники безопасности, производственной санитарии, противоэпидемического режима и личной гигиены при работе в лабораториях (отделениях, отделах) санитарно-эпидемиологических учреждений системы Министерства здравоохранения СССР» (Москва, 1981 г.).

5.4. При работе с Набором следует надевать одноразовые резиновые или пластиковые перчатки.
6. ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАЛЫ, НЕОБХОДИМЫЕ ПРИ РАБОТЕ С НАБОРОМ
- фотометр вертикального сканирования, позволяющий измерять оптическую плотность содержимого лунок планшета при длине волны 450 нм;

- дозаторы со сменными наконечниками, позволяющие отбирать объемы в диапазоне 25-250 мкл;

- цилиндр мерный вместимостью 500 мл;

- бумага фильтровальная
- лабораторные весы с точностью измерения  0,1 грамм (для работы с мясопродуктами)
- острый одноразовый инструмент для измельчения образцов мяса
- Консервант для образцов, кат.№ S075Z (необязательно)

7. ПОДГОТОВКА РЕАГЕНТОВ ДЛЯ АНАЛИЗА

7.1. Перед проведением анализа компоненты Набора и исследуемые образцы следует выдержать при комнатной температуре (+18-25 °С) не менее 30 мин
7.2. Приготовление планшета.
Вскрыть пакет с планшетом и установить на рамку необходимое количество стрипов. Оставшиеся неиспользованными стрипы, чтобы предотвратить воздействие на них влаги, тщательно заклеить бумагой для заклеивания планшета и хранить при температуре +2-8 °С в течение всего срока годности Набора
 7.3. Приготовление отмывочного раствора.
В случае дробного использования Набора следует отобрать необходимое количество концентрата отмывочного раствора и развести дистиллированной водой в 21 раз (1 мл концентрата отмывочного раствора + 20 мл дистиллированной воды).
7.4. Подготовка различных типов исследуемых образцов

Методики пробоподготовки принципиально различаются для кускового мяса (для которого предполагается только ПОВЕРХНОСТНОЕ загрязнение антигенами свинины) и для обработанных мясопродуктов, которые могут содержать антигены свинины внутри объема.

Для подготовки различных образцов (экстракции) необходимо использовать нейтральный изотонический буферный раствор (например, 0.1М фосфатно-солевой буфер, с добавлением 0.15 М хлорида натрия). При необходимости длительного (более 24 часов) хранения экстрагированного образца в него следует добавить консервант (например, натрия азид до концентрации 0.1%). 

Мы рекомендуем пользоваться для экстракции и хранения  образцов Консервантом для образцов, кат.№ S075Z (в состав набора не входит), который можно заказать отдельно.

Для обработки некоторых видов образцов необходимы одноразовые принадлежности: 

· тампоны ватные (например, ушные);

· пластиковые шпатели (например, лопаточки для перемешивания напитков);

· одноразовые лезвия или скальпели;

· пробирки пластиковые с винтовой крышкой объемом 15-50 мл (например, Sarstedt кат.№60.732.001)

ВНИМАНИЕ: При всех манипуляциях с образцами необходимо использовать только одноразовые материалы и принадлежности. Взятие проб с индивидуальных больших образцов проводите в одноразовых перчатках, сменяемых ДЛЯ КАЖДОГО ОБРАЗЦА.

8. УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ И ЭКСПЛУАТАЦИИ НАБОРА

8.1. Набор реагентов «СВИНИНА-ИФА» должен храниться в упаковке предприятия-изготовителя при температуре +2-8 °С в течение всего срока годности, указанного на упаковке Набора.
Допускается хранение (транспортировка) Набора при температуре до +25 °С не более 5 суток. Не допускается замораживание целого набора. 
8.2. Набор рассчитан на проведение анализа в дубликатах 43 исследуемых образцов и 5 калибровочных проб (всего 96 определений).
8.3. В случае дробного использования Набора компоненты следует хранить следующим образом:
- оставшиеся неиспользованными стрипы необходимо тщательно заклеить бумагой для заклеивания планшета и хранить при температуре +2-8 °С в течение всего срока годности Набора;
- ИФА-Буфер, , конъюгат, субстрат, стоп-реагент после вскрытия флаконов следует хранить при температуре +2-8 °С в течение всего срока годности Набора;
- калибровочные пробы после вскрытия флаконов следует хранить при температуре +2-8 °С не более 2 месяцев
- оставшийся неиспользованным концентрат отмывочного раствора следует хранить при температуре +2-8 °С в течение всего срока годности Набора.
- приготовленный отмывочный раствор следует хранить при комнатной температуре (+18-25 °С) не более 5 суток или при температуре +2-8 °С не более 30 суток;
Примечание. После использования реагента немедленно закрывайте крышку флакона. Закрывайте каждый флакон своей крышкой.
8.4. При использовании Набора для проведения нескольких независимых серий анализов следует иметь в виду, что для каждого независимого определения необходимо построение нового калибровочного графика.

8.5. Для получения надежных результатов необходимо строгое соблюдение Инструкции по применению Набора.
9. ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА

	1
	Поместите в рамку необходимое количество стрипов - исследуемые образцы в 2 повторах и 10 лунок для калибровочных проб.

	2
	Подготовьте образцы пищевых продуктов для анализа, как указано в Таблице М

	3
	Внесите во все лунки планшета по 50 мкл ИФА-Буфера. 

	4
	Внесите в соответствующие лунки в дубликатах по 50 мкл калибровочных проб. В остальные лунки внесите в дубликатах по 50 мкл исследуемых образцов пищевых продуктов.

	5
	Аккуратно перемешайте содержимое планшета круговыми движениями по горизонтальной поверхности, заклейте планшет бумагой для заклеивания планшета. Инкубируйте планшет в течение 60 минут при температуре +37°C .

	6
	По окончании инкубации удалите содержимое лунок аспирацией (например, с помощью водоструйного насоса) или декантированием и отмойте лунки 3 раза. При каждой отмывке добавьте во все лунки по 250 мкл отмывочного раствора (см. п.7.3), встряхните планшет круговыми движениями по горизонтальной поверхности с последующей аспирацией или декантированием.  Задержка при отмывке (замачивание лунок) не требуется. При каждом декантировании необходимо тщательно удалять остатки жидкости из лунок.

	7
	По окончании инкубации удалите содержимое лунок и отмойте лунки 3 раза.

	8
	Внесите во все лунки по 100 мкл конъюгата.

	9
	Заклейте планшет бумагой для заклеивания планшета и инкубируйте его в течение 60 минут при температуре +37°C .

	10
	По окончании инкубации удалите содержимое лунок и отмойте лунки 5 раз.

	11
	Внесите во все лунки по 100 мкл раствора субстрата тетраметилбензидина. Внесение раствора субстрата тетраметилбензидина в лунки необходимо произвести в течение 2-3 мин. Инкубируйте планшет в темноте при комнатной температуре (+18-25°С) в течение 10-20 минут в зависимости от степени развития синего окрашивания.

	12
	Внесите во все лунки с той же скоростью и в той же последовательности, как и раствор субстрата тетраметилбензидина, по 100 мкл стоп-реагента, при этом содержимое лунок окрашивается в ярко-желтый цвет.

	13
	Измерьте величину оптической плотности (ОП) содержимого лунок планшета на фотометре вертикального сканирования при длине волны 450 нм. Измерение ОП содержимого лунок планшета необходимо произвести в течение 15 мин после внесения стоп-реагента. Бланк фотометра выставляйте по калибровочной пробе C1.

	14
	Постройте в линейных координатах калибровочный график: ось абсцисс (х) - концентрация свиного мяса в калибровочных пробах (Ед/мл), ось ординат (у) - оптическая плотность калибровочных проб (ОП 450 нм). Для алгоритма обсчета (аппроксимации) калибровочного графика используйте интервальный (кусочно-линейный, «от точки к точке») метод. 

	15
	Определите по калибровочному графику содержание свиного мяса в исследуемых образцах.


Таблица М

	Вид материала
	Сбор, хранение и обработка материала
	Единицы измерения в образце
	Способ

пересчета значений



	пищевые продукты
	Отберите образец пищевого продукта весом 0.5-10 граммов, взвесьте его на аналитических весах и поместите в одноразовую пробирку с плотно закрывающейся (например, винтовой) крышкой. Внимание! Для отбора проб используйте одноразовый инструмент для предотвращения перекрестной контаминации! Твердые мясопродукты измельчите с помощью острого инструмента до получения однородной массы. Если мясопродукт недостаточно влажный, добавьте в полученную массу известный объем воды или любого нейтрального буфера. Тщательно завинтите крышку пробирки и энергично встряхивайте пробирку 15-30 секунд. Поставьте пробирку на стол и дайте осесть образовавшимся частицам.  Образовавшаяся над образцом жидкость пригодна для анализа. 
Жидкие продукты (бульоны, смывы с кусков мяса, смывы с технологического оборудования) могут быть проанализированы без разбавления, если их pH находится в интервале 6-8. Вязкие бульоны разбавьте 2-10 кратно водой или любым нейтральным буфером. Образец, содержащий взвешенные частицы, осветлите фильтрованием (например, через ткань), или отстаиванием.  Полученный образец может быть проанализирован в течение 24 часов. Для более длительного хранения образцов мы рекомендуем одноразовое замораживание или добавление 1/100 объема специального консервирующего раствора (Консервант для образцов, кат№ S075Z).
	Ед/мл (условного смыва)
	нет

	Парное мясо, охлажденное мясо, технологическая поверхность (разделочная доска, нож)
	Одним тампоном взять мазки  с 3-4 участков куска. Если кусок  очень большой или подозревается локальное загрязнение, взять таким же образом пробы из разных поверхностных зон  куска (до 10-12 точек) и сделать несколько отдельных образцов с одного куска. Тампон(ы) поместить в пробирку с 1 мл экстрагирующего буферного раствора, слегка встряхнуть пробирку и отжать тампон(ы) о внутреннюю стенку пробирки.
	Ед/мл (условного смыва)
	нет

	Замороженное  мясо
	Образец мяса разморозить. Из вытекшего после разморозки мясного сока взять с помощью пипетки 100 мкл образца и перенести в пробирку с 1 мл экстрагирующего буферного раствора. В случае больших кусков и туш рекомендуется брать множественные пробы - как с больших кусков парного мяса.
	Ед/мл (условного смыва)
	нет

	Мясопродукты мягкие (фарш, паштет, котлета, колбаса вареная, консервы)
	Пробирку для приготовления образца взвесить на лабораторных весах и зафиксировать, как «вес тары». Одноразовым пластиковым шпателем из нескольких участков (зон) продукта отобрать пробы суммарным весом  1.5-2.5 грамма и поместить в пробирку;  зафиксировать «вес нетто» образца; добавить к пробам 8 мл экстрагирующего буферного раствора. Тщательно перемешать образец в герметично закрытой пробирке (переворачиванием или встряхиванием на вихревом смесителе). Для тестирования крупных промышленных образцов рекомендуется взять суммарно 15-30 граммов образца из разных участков (зон), поместить в одноразовый стакан и добавить 80 мл экстрагирующего буферного раствора.  В этом случае перемешивание образца необходимо вести с помощью одноразового шпателя.
	Ед/грамм
	Полученная Концентрация / вес нетто в граммах

	Колбаса копченая
	Пробирку для приготовления образца взвесить на лабораторных весах и зафиксировать, как «вес тары». Образец в одноразовой пластиковой чашке Петри измельчить одноразовым лезвием или скальпелем. ВНИМАНИЕ: следите за тем, чтобы в отобранный образец попало как можно больше мясного, а не жирового или соединительнотканного компонента мясопродукта. С помощью одноразового пластикового шпателя перенести часть образца в пробирку, зафиксировать «вес нетто» образца; добавить 8 мл экстрагирующего буферного раствора. Тщательно перемешать образец в герметично закрытой пробирке (переворачиванием или встряхиванием на вихревом смесителе). 
	Ед/грамм
	Полученная Концентрация / вес нетто в граммах


Все описанные выше образцы после подготовки необходимо освободить от взвеси частиц. Для осветления образца можно применить длительное отстаивание (не менее 2 часов), краткое (3-5 минут) центрифугирование при 300-500 g или фильтрование через марлевый тампон или бумажный фильтр. Осветленный образец использовать для анализа немедленно или хранить при +2(+8 °С не более 24 часов. При использовании Консерванта для образца (кат.№ S075Z) осветленный образец можно хранить до 7 суток при +2(+8 °С. Для более длительного хранения образца рекомендуется замораживание до температуры –20 °С или ниже; в таком случае образец можно хранить более 1 года без изменения его аналитических характеристик. 

ВНИМАНИЕ: избегайте повторного размораживания-замораживания образца; такая манипуляция может привести к непредсказуемому снижению количества определяемого антигена. После размораживания образец нужно повторно подвергнуть осветлению (см. выше), так как заморозка-разморозка может вызвать повторное формирование агрегированных частиц.

10. ОЖИДАЕМЫЕ ЗНАЧЕНИЯ И НОРМЫ

10.1. Основываясь на результатах исследований, проведенных ООО «ХЕМА», рекомендуем пользоваться значениями, приведенными ниже.

	 
	Единицы
	Единицы доп.

	
	Ед/мл
	Ед/грамм

	
	Верхний предел для смывов
	Верхний предел для экстрактов

	Все виды материала
	20.0
	10.0


По вопросам, касающимся качества Набора «СВИНИНА-ИФА», 

следует обращаться в ООО «ХЕМА» по адресу: 

105043, Москва, а/я 58, тел/факс (495) 737-39-36, 737-00-40, 510-57-07 (многоканальный)

электронная почта: info@xema.ru; rqc@xema.ru

интернет: www.xema.ru; www.xema-medica.com
Руководитель службы клиентского сервиса ООО «ХЕМА», 
к. б. н. Д. С. Кострикин
Instruction for use.

A solid-phase enzyme immunoassay for the quantitative determination of pork in human food
1. INTENDED USE
A solid-phase enzyme immunoassay for the quantitative determination of pork in food.

This kit is designed for measurement of pork  in food. For possibility of use with other sample types, please, refer to Application Notes (on request). The kit contains reagents sufficient for 96 determinations and allows to analyze 43 unknown samples in duplicates.
2. SUMMARY AND EXPLANATION
Consumption and handling of pork meat is strictly prohibited by certain religious and/or legal prescriptions. Pork meat may also cause allergy and food intolerance. PORK EIA test is based on immunometric determination of porcine specific proteins by highly specific monoclonal antibodies. The test is highly sensitive and detects trace amounts of pork meat. Sensitivity does not depend on culinary processing - it is roughly the same for fresh pork meat and for prepared pork meat, including boiling, frying, stewing, smoking.
3. PRINCIPLE OF THE TEST

This test is based on two-site sandwich enzyme immunoassay principle. Tested specimen is placed into the microwells coated by specific anti-pork-antibodies. Antigens from the specimen binds to the antibodies fixed on the microwell surface. Unbound material is removed by washing procedure. Second antibodies directed towards another epitope of pork and labeled with peroxidase enzyme, are then added into the microwells. After subsequent washing procedure, the remaining enzymatic activity bound to the microwell surface is detected and quantified by addition of chromogen-substrate mixture, stop solution and photometry at 450 nm. Optical density in the microwell is directly related to the quantity of the measured analyte in the specimen.
 

4.  WARNINGS AND PRECAUTIONS 

4.1. For professional use only.

4.2. This kit is intended for in vitro diagnostic use only.

4.3. Avoid contact with stop solution containing 5,0% H2SO4. It may cause skin irritation and burns.

4.4. Wear disposable latex gloves when handling specimens and reagents. Microbial contamination of reagents may give false results.

4.5. Do not use the kit beyond the expiration date.

4.6. All indicated volumes have to be performed according to the protocol. Optimal test results are only obtained when using calibrated pipettes and microplate readers.

4.7. Do not smoke, eat, drink or apply cosmetics in areas where specimens or kit reagents are handled.

4.8. Chemicals and prepared or used reagents have to be treated as hazardous waste according to the national biohazard safety guidelines or regulations.

4.9. Do not mix reagents from different lots.

4.10. Replace caps on reagents immediately. Do not swap caps.

4.11. Do not pipette reagents by mouth.

4.12. Specimens must not contain any AZIDE compounds – they inhibit activity of peroxidase.

4.13. Safety Data Sheet for this product is available upon request directly from XEMA Co., Ltd. 

4.14. The Safety Data Sheet fit the requirements of EU Guideline 91/155 EC.

5. KIT COMPONENTS

5.1. Contents of the Kit 

	 
	Symbol
	Description
	Qty
	Units
	Colour code
	Stability of opened/diluted components

	1
	SORB MTP
	PORK EIA strips, 8х12 wells
	polystyrene microwells coated with specific anti-pork antibodies
	1
	pcs
	 
	until exp.date

	2
	CAL 1 - 5
	Calibrator set, 0.8 ml each. The set contains 5 calibrators: 0; 10; 30; 100; 300 U/ml
	pork diluted in TRIS buffered preservative - 0,01% Bronidox L, 0,01% 2-Methyl-4-isothiazolin-3-one-hydrochloride; also contains red dye
	5
	pcs
	red (C1 - colourless)
	2 months

	3
	CONJ HRP
	Conjugate, 11 ml 
	aqueous solution of antibodies to another epitope of pork coupled with horseradish peroxidase diluted on phosphate buffered solution with casein from bovine milk and detergent (Tween-20), contains  0,1% phenol as preservative and red dye
	1
	pcs
	red
	until exp.date

	4
	DIL
	EIA buffer 11 ml
	phosphate buffered saline with casein from bovine milk and detergent (Tween-20), contains 0,1% phenol as preservative; contains blue dye
	1
	pcs
	blue
	until exp.date

	5
	SUBS TMB
	Substrate solution,  11 ml
	ready-to-use single-component tetramethylbenzidine (TMB) solution.
	1
	pcs
	colourless
	until exp.date

	6
	BUF WASH 21X
	Washing solution concentrate 21x, 22 ml
	aqueous solution of sodium chloride and detergent (Tween 20), contains proClin300 as a preservative 
	1
	pcs
	colourless
	Concentrate - until exp.date
Diluted washing solution - 1 month at 2-8 °C or 5 days at RT

	7
	STOP
	Stop solution, 11 ml
	 5,0% vol/vol solution of sulphuric acid
	1
	pcs
	colourless
	until exp.date

	8
	N003
	Plate sealing tape
	 
	2
	pcs
	 
	N/A

	9
	K366I
	Instruction PORK EIA
	 
	1
	pcs
	 
	N/A

	10
	K366Q
	QC data sheet PORK EIA
	 
	1
	pcs
	 
	N/A


5.2. Equipment and material required but not provided
- Distilled or deionized water;
- Automatic or semiautomatic multichannel micropipettes, 100-250 µl, is useful but not essential;
- Calibrated micropipettes with variable volume, range volume 25-250 µl;
- Calibrated microplate photometer with 450 nm wavelength and OD measuring range 0-3.0.
- Preservative for samples (XEMA Cat. # S075Z) – optional

- Balance with precision of 0.1 g (for weighting meat products)

5.3. Storage and stability of the Kit
Store the whole kit at 2 to 8 °C upon receipt until the expiration date.
After opening the pouch keep unused microtiter wells TIGHTLY SEALED BY ADHESIVE TAPE (INCLUDED) to minimize exposure to moisture.

6. SPECIMEN COLLECTION AND STORAGE.
Specimens may be stored for up to 48 hours at 2-8 °C before testing. Freezing/thawing should be avoided.
7. TEST PROCEDURE 

	7.1. Reagent Preparation
- All reagents (including unsealed microstrips) should be allowed to reach room temperature (+18 to +25 °C) before use.
- All reagents should be mixed by gentle inversion or vortexing prior to use. Avoid foam formation.
- It is recommended to spin down shortly the tubes with calibrators on low speed centrifuge.
- Prepare washing solution from the concentrate BUF WASH 21X by 21 dilutions in distilled water. 
7.2. Procedural Note:
It is recommended that pipetting of all calibrators and samples should be completed within 3 minutes.
7.3. Assay flowchart
See the example of calibration graphic in Quality Control data sheet.
7.4. Assay procedure
1

Put the desired number of microstrips into the frame; allocate 10 wells for the calibrators CAL 1 - 5 and two wells for each unknown sample. DO NOT REMOVE ADHESIVE SEALING TAPE FROM UNUSED STRIPS.

2

Prepare the specimen as indicated in table M

3

Pipet 50 µl of EIA buffer into each well. 

4

Pipet 50 µl of calibrators CAL 1 - 5 and unknown samples into the wells. 

5

Incubate 60 minutes at 37°C .

6

Prepare washing solution by 21x dilution of washing solution concentrate BUF WASH 21X by distilled water. Minimal quantity of washing solution should be 250 µl per well.  Wash strips 3 times

7

Wash strips 5 times.

8

Dispense 100 µl of CONJ HRP into the wells. Cover the wells by plate adhesive tape.

9

Incubate 60 minutes at 37°C .

10

Wash the strips 5 times. 

11

Dispense 100 µl of SUBS TMB into the wells

12

Incubate 10-20 minutes at 18-25 °C

13

Dispense 100 µl of STOP into the wells.

14

Measure OD (optical density) at 450 nm.

15

Set photometer blank on first calibrator

16

Apply point-by-point method for data reduction.

7.5. Sample processing

Sample preparation procedures are essentially different for lump meat (for which only SUPERFICIAL contamination with pork antigens may be suspected) and processed meat products (which may contain pork antigen inside). 

An isotonic buffer solution with neutral pH (e.g., 0.1 M phosphate buffer with 0.15 M NaCl) should be used for sample preparation (extraction buffer). If extracts should be stored for more than 24 hours, it is recommended to add  a preservatrive (e.g., sodium azide in 0.1% final concentration). We recommend to use our special Sample Preservative (Cat. # S075Z) which may be ordered separately.

For preparation of some sample types, the following disposables are required:

cotton swabs (e.g., ear swabs)

plastic spatula (e.g., those used for mixing of beverages)
disposable blade or scalpel
plastic tubes with screw caps for 15-50 ml (e.g., Sarstedt, Cat.# 60.732.001)
ATTENTION: for all sample manipulations, only disposable materials should be used. For bulky objects, sampling should be made in disposable gloves which should be changed for EACH OBJECT.

Table M

Sample type

Sample preparation method

Measuring units

Recalculation 

Foodstuff

Take a 0.5-10 g sample of a foodstuff, weight it on an analytical balance and place into a disposable tube with a tightly closing cap (e.g., with a screw cap). Attention! To prevent cross-contamination, use only disposable instrument to take samples! Solid meat products should be cut up small to obtain a homogeneous mass. If a meat is not wet enough, please, add some volume of water or any neutral buffer. Close (screw) the cap tightly and shake the tube vigorously for 15-30 seconds. Place the tube on a horizontal surface and let the aprticles to sediment. The obtained supernatant should be analysed.
Liquid products (stocks, meat washouts, equipment washouts) may be analysed withouf dilution if their pH lays within 6.0-8.0. Viscous stocks should be diluted 2-10 fold with water or any neutral buffer. If a sample contains suspended particles, clear it by filtering (e.g., through a cloth) or sedimentation. Te obtained sample should be analysed within 24 hrs. For longer storage, we recommend either single freezing or adding 1% of a special preservative (Sample preservative, Cat. # S075Z).

U/ml (of an arbitrary wash-off)

No

Fresh-killed meat, cooled meat, surfaces (cutting board, knife)

Using one swab, take the smears from 3-4 areas of the object. If the piece of meat is too bulky or local contamination is suspected, take the smears from 10-12 areas with different swabs, each swab to be used to prepare a separate sample. Submerge the swab(s) in extraction buffer (1 ml in a tube), shake the tube gently and wring the swab(s) out by pressing to the inner wall of the tube.

U/ml (of an arbitrary wash-off)

No

Frozen meat

Thaw the meat sample. Using a pipette, take 100 ml of the juice generated during thawing and transfer it to the vial containing 1 ml of extraction buffer. If a carcass or a bulky piece of meat should be tested, it is recommended to take several samples from different areas.

U/ml (of an arbitrary wash-off)

No

Soft meat products (minced meat, paste, rissoles, boiled sausage, canned meat)

Using a disposable plastic spatula, take a mixed sample from different locations, put 1.5-2.5 g of it into a pre-weighted sampling tube, weigh the sample and determine net weight of the sample. Add 8 ml of extraction buffer, close the tube with a screw cap and mix thoroughly (either by inverting or by vortexing). When testing bigger industrial samples, it is recommended to take a mixed sample of 15-30 g from different locations, put it into a disposable flask and add 80 ml of extraction buffer. In this case, mixing should be made with disposable spatula. 

U/g

Obtained value/ Net weight, g

Smoked sausage

Using a disposable blade or scalpel, cut out thin slides of the sausage in disposable Petri dish. ATTENTION. Try to take only meat of the sausage with minimal amount of fat. Put the cut sample into a pre-weighted tube, weigh the sample, determine the net weight of the sample and add 8 ml of extraction buffer. Close the tube with screw cap and mix thoroughly (either by inverting or by vortexing).

U/g

Obtained value/ Net weight, g

8. QUALITY CONTROL

It is recommended to use control samples according to state and federal regulations. The use of control samples is advised to assure the day to day validity of results.

The test must be performed exactly as per the manufacturer’s instructions for use. Moreover the user must strictly adhere to the rules of GLP (Good Laboratory Practice) or other applicable federal, state, and local standards and/or laws. This is especially relevant for the use of control reagents. It is important to always include, within the test procedure, a sufficient number of controls for validating the accuracy and precision of the test.

The test results are valid only if all controls are within the specified ranges and if all other test parameters are also within the given assay specifications.
9. CALCULATION OF RESULTS
9.1. Calculate the mean absorbance values (OD450) for each pair of calibrators and samples. 

9.2. Plot a calibration curve on graph paper: OD versus pork concentration.
9.3. Determine the corresponding concentration of pork in unknown samples from the calibration curve. Manual or computerized data reduction is applicable on this stage. Point-by-point or linear data reduction is recommended due to non-linear shape of curve.
9.4. Below is presented a typical example of a standard curve with the XEMA Co. Not for calculations!
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Calibrators

Value

Absorbance 
Units (450 nm)

CAL 1

0 U/ml

0.06

CAL 2

10 U/ml

0.16

CAL 3

30 U/ml

0.37

CAL 4

100 U/ml

0.97

CAL 5

300 U/ml

2.60

10. EXPECTED VALUES

 

Units

Units alternative

U/ml

U/g

Upper limit for wash-off samples

Upper limit for extracts

All meat types (meat, products)

20.0

10.0

11. PERFORMANCE CHARACTERISTICS
11.1. Analytical specificity / Cross reactivity
A high specificity of the test is provided by monoclonal antibodies to pork skeletal muscles (a specific part of the tropomyosin complex) used. The test does not detect meat antigens of the following animals and poultry: cow, sheep, horse, reindeer, other deers, rodents, hen, turkey, duck, goose, rabbit – as well as trace amounts of human blood. By the date of issuing this instruction (version 005), there is no data regarding possible cross-reactivity to camel and kangaroo. ATTENTION: this test can not be used for detection of trace amounts of cardiac and smooth muscles, fatty tissue and skin of swine – for such samples, test gives positive results only in case of admixture of swine skeletal muscles.

Fish
Chicken             
Turkey
Goose
Duck
Ostrich
Frog

<0.1%

Cow (beef)
Sheep (mutton)
Deer
Rabbit

<0.5%

Elk
Horse (meat)

<1%




11.2. Analytical sensitivity
The limit of quantification, or analytical sensitivity of the test is not more than 5 U/ml for ready extract (see “Sample preparation for different sample types”). According to the results of our preliminary biochemical analysis, this value corresponds to ca. 25 ng/ml of the target antigen. However, we recommend to express results in arbitrary Units, as the correspondence of immunoreactivity to the weight of the target antigen is highly variable
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