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Pracovni postup pro cvi¢eni

Kvantitativni stanoveni T-2/HT-2 toxinda metodou ELISA

Princip stanoveni

Veratox® (Kit) na stanoveni T-2/HT-2 toxini vyuziva kompetitivni pfimou ELISA
metodu v mikrotitraénich destickach a umoznuje ziskat presnou koncentraci T-2 a HT-2
toxini Vv fadech ppb. Volné T-2 a HT-2 toxiny ve vzorcich a standardech soutézi
(kompetitivné se vazou) Senzym-znatenym HT-2 toxinem (konjugatem) na mistech
S navazanou protilatkou. Po navazani T-2/HT-2 toxinl nebo konjugatu na protilatky
v jamkach nasleduje krok promyvani, pii kterém je odstranén vSechen nenavazany antigen
(konjugat). Substrat, ktery je pfidan po promyvani, reaguje s navazanym konjugitem a
vznika modré zbarveni. Cim intenzivngj§i modré zbarveni vznika, tim méné je ve vzorku
T-2 a HT-2 toxinu. Intenzita zbarveni je hodnocena pomoci ELISA readeru. Z intenzity
zbarveni standardil je vytvorena standardni kiivka, do které je vyneseno zbarveni vzorkd.
Ze standardni kiivky se nédsledné pomoci softwaru odecte koncentrace T-2 a HT-2 toxint
ve vzorcich.

DilezZité pojmy

- Pfima ELISA metoda = slouZi pro detekci antigenu (mykotoxinu)
- Konjugat = mykotoxin (HT-2 toxin) s navazanym enzymem (je soucasti kitu)
- Substrat = chemicka latka, kterd reaguje s enzymem a tim méni svou barvu (je soucasti

kitu)

I. Priprava vzorku

Material a pristrojové zarizeni nezbytné pro pripravu vzorku
- 250 ml Erlenmayerova barika

- 25 ml odmérny valec

- Nalevka, stojan s drzakem na nalevku

- Filtraéni papir

- 50 ml kadinka

- Predvazky

- Automaticka pipeta o objemu 1-10 ml, Spicky

- Alobal, 1zicka

- Ttepacka

Zakladni chemikalie
- 70% roztok metanolu
- Deionizovana nebo destilovana voda
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Pracovni postup pri pripravé vzorku

ocoukrwhE

Ziskejte reprezentativni vzorek. Rozemelte vzorek na jemny prasek.
Navazte 5 g vzorku do Erlenmayerovy banky.

Pridejte 25 ml 70% metanolu.

Nechte tiepat na tfepacce po dobu 3 minut.

Vzorek prefiltrujte.

Zied'te zfiltrovany vzorek destilovanou vodou 1 : 1 a zamichejte

. Stanoveni T-2/HT-2 toxind pomoci kitu Veratox®

Material a pristrojové zarizeni nezbytné pro stanoveni ELISA

Strip se 12-ti mikrotitraénimi jamkami s protilatkou

Strip se 12-ti mikrotitra¢nimi ¢ervené oznacenymi misicimi jamkami

5 zluté oznacenych lahvicek se standardy T-2 toxinu v koncentracich 0, 25, 50, 100 a
250 ppb

1 modie oznacCena lahvicka s roztokem konjugatu (HT-2 toxin-HRP conjugate
solution)

1 zelené oznacena lahvicka s roztokem substratu (K-Blue® Substrate solution)

1 Cervené oznacend lahvicka s ukon¢ovacim roztokem (Red Stop solution)

Drzék jamek

Plastové promyvaci vanicky

Kadinka s destilovanou vodou

Multikanalova pipeta, Spicky

ELISA reader

Veratox® kit musi byt skladovan v chladnicce pri teploté 2-8°C. Pred stanovenim se musi

reagencie nechat temperovat na pokojovou teplotu.

Pracovni postup (pro kvantifikaci)

1. Vezméte 1 strip s Cervené oznaCenymi misicimi jamkami (5 jamek pro standardy,

zbytek pro vzorky — na kazdy vzorek jsou potieba 2 jamky) a vlozte jej do drzaku.

2. Vezméte adekvatni pocCet mikrotitraénich jamek s protilatkou (jednu fadu), vlozte je do

drzaku tak, aby vy¢€nivajici konec byl vpravo.

3. Zamichejte vSechny reagencie v lahvickach.

4. Napipetujte 1,5 ml konjugatu z modfe oznacené lahvicky do plastové vanicky.

Pomoci 12-ti kanalové automatické pipety pieneste 100 pl konjugatu do kazdé
cervené oznacené misici jamky.
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5. Pomoci pipety o objemu 100 ul napipetujte standardy a ztedéné vzorky (na kazdy
roztok pouzijte cCistou Spicku) do cCervené oznaCenych misicich jamek podle
nasledujiciho schématu:

0 25 50 100 250 vzl vzl vz2 vz2 vz3 vz3

6. Pomoci 12-ti kanalové automatické pipety promichejte roztok v jamkach tak, Ze roztok
nasajete a vypustite celkem 3 krat.

7. Premistéte 100 pl roztoku z Cervené oznacenych jamek do mikrotitracnich jamek
S protilatkou.

8. Inkubujte po dobu 5 minut pti pokojové teploté (18-30°C), pficemz prvnich 10-20
sekund promichavejte roztok v jamkach krouzivymi pohyby drzéku tak, aby roztok

ztstal uvniti jamek. Odstrante ¢ervené oznacené promichavaci jamky.

9. Iniciaéni reakce (navazani antigenu-mykotoxinu na protilatku v jamce) je nyni
kompletni. Vylijte z jamek vSechen obsah.

10. Promyjte vSechny jamky destilovanou vodou celkem 5 krat. Potom otocte jamky
dnem vzhiiru na destilovany papir tak, abyste z jamek odstranili v§echnu vodu. (Vodu
je mozno z jamek odstranit mirnym poklepnutim.)

11. Napipetujte 1,5 ml substratu ze zelen¢ oznacené lahvicky do plastové vanicky.

12. Pouzijte nové $picky a multikanalovou pipetou napipetujte 100 pl substratu do jamek.

13. Inkubujte 5 minut pii pokojové teploté, pticemz prvnich 10-20 sekund promichavejte
roztok v jamkach krouzivymi pohyby drzaku tak, aby roztok zustal uvniti jamek.

14. Napipetujte 1,5 ml Red Stop roztoku z Cervené oznacené lahvicky do Cisté plastové
vanicky.

15. Pouzijte stejné $picky jako v kroku 12 a pridejte 100 pl roztoku Red Stop do kazdé
jamky. Zamichejte roztok v jamkach a pouzité Spicky odstraiite.

16. Drzak s jamkami vlozte do ELISA readeru a odectéte pii vinové délce 650 nm.
Vypocitana koncentrace T-2/HT-2 toxinu je v jednotkach ppb. (Vysledky musi byt
odecteny do 20 minut po pfidani ukoncovaciho roztoku.)

Limit detekce metody: 25 ppb

Rozmezi kvantifikace: 25 — 250 ppb

Metoda je validovana pro vzorky: kukufice, jeémen, ryze, soja, pSenice, kukufi¢né vypalky,
slunecnice.



