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KA 2340/1-4 Detekce baktérii r. Salmonella v potravinach
metodou ELFA s vyuZitim p¥istroje miniVIDAS®

STANDARDNI OPERACNI POSTUP

VIDAS® Salmonella (SLM, SPT) je automatizovany kvalitativni test pro pouziti na piistrojich
VIDAS® k detekci salmonel ve vzorcich potravin a vzorcich odebranych z prostiedi pomoci
techniky ELFA (Enzyme Linked Fluorescent Assay).

VIDAS® Salmonella (SLM), enzymové screeningova technika zaloZena na imunologickych
testech, vyuziva k detekci salmonely ve vzorcich smés vysoce specifickych zachytavacich
protilatek proti povrchovym antigeniim salmonel (somatickym i bi¢ikovym), coz umoziuje
detekci pohyblivych i nepohyblivych salmonel.

Metoda SLM je certifikovana AFNOR VALIDATION (BIO 12/16-09/05) jako alternativni
metoda analyzy pro vSechny produkty urcené lidské vyzivé nebo jako krmivo a pro vzorky
prostiedi (vyjma primarni produkce).

Je mozna detekce salmonely v prostredi a v potravindch: vejce, hovezi, veprové, dritbezi
maso, ryby, plody more, mlécné vyrobky, syry, susené mléko, cukrovinky, cokolada, ovocné
dzusy, ovoce, zelenina, koreni, orechy, sojovda mouka, kvasnice, Zelatina, téstoviny.

VIDAS® Salmonella (SPT) je enzymové imunoanalyza zalozend na detekci fagovych
receptortl salmonel. Technologie zahrnujici rekombinantni fagové proteiny umoznuje detekci
pohyblivych 1 nepohyblivych salmonel.

Metoda SPT je certifikovana NF VALIDATION (BIO-12/32-10/11) jako alternativni metoda
pro analyzu vsech potravin pro lidskou spotfebu (kromé syrii z nepasterovaného mléka),
zvitecich krmiv a vzorkl vyrobniho prostiedi.

SloZeni testu:
1) SPR" - komirka s pevnou fazi
2) Reagencni strip

SPR®: slouzi jako pevna faze a zaroveii jako pipetovaci pomiicka. Na vnitini plochu SPR®
jsou béhem vyroby adsorbovany protilatky proti povrchovym antigenim salmonel (SLM)
nebo proteiny specifické pro fagové receptory salmonel (SPT). Reakéni médium je opakované
vhanéno dovnité SPR™ a ven.
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Reagen¢ni strip:

1. jamka pro vzorek: aplikuje se 500 pl obohacené pudy/standardu/kontroly.

2.,3.,4.,5., 7., 8., 9. jamka — pfedmyvaci/promyvaci roztok: fyziologicky roztok pufrovany
TRIS (TBS), Tween, konzervans.

6. jamka — konjugat: protilatka (SLM)/protein specificky pro receptory salmonel (SPT)
s navazanou alkalickou fosfatazou, konzervans.

10. jamka — odecitaci kyveta se substratem 4-methylumbelliferylfosfat, diethanolamin,
konzervans.

Fluorescence vzniklého produktu 4-methylumbelliferon se méfi fotodiodovym fluorimetrem
pii 450 nm.

Vysledek: POZITIVNI / NEGATIVNI.

Pracovni postup - SLM:

» Predbézné pomnozeni — asepticky pfidejte 25 g (25 ml) vzorku do 225 ml pufrované
peptonové vody. Smichejte v sacku typu Stomacher. Inkubujte 16 az 22 h pii teploté
37+1°C.

» Pomnozeni — po inkubaci pieneste 0,1 ml suspenze do 10 ml ptidy Xpress broth (SX2
broth). Inkubujte 22 az 26 h pii teploté 41,5 £ 1 °C.

» Po inkubaci homogenizujte pudu SX2. 1 — 2 ml SX2 pidy zahtivejte po dobu 15 + 1
minut pii teploté€ 95 — 100 °C. Poté zchlad'te.

» Do reagen¢niho stripu napipetujte 0,5 ml inaktivované suspenze a provedte test
VIDAS® Salmonella. Padu SX2 uchovejte pii teplots 2 az 8 °C pro piipad, Ze se bude
vyzadovat potvrzeni vysledku.

Pracovni postup - SPT:
» Predbézné pomnozeni — asepticky pfidejte 25 g (25 ml) vzorku do 225 ml pufrované
peptonové vody obsahujici 1 ml suplementu. Smichejte v sacku typu Stomacher.
Inkubujte 18 az 24 h pii teploteé 41,5 + 1 °C.

» Po inkubaci homogenizujte pomnozeny vzorek. 1 — 2 ml SX2 pudy zahtivejte po dobu
5 = 1 minut pfi teploté 95 — 100 °C. Poté zchlad’te.

» Do reagen¢niho stripu napipetujte 0,5 ml inaktivované suspenze a proved'te test
VIDAS® Salmonella. Pufrovanou peptonovou vodu, popt. SX2, uchovejte pii teplot& 2
az 8 °C pro ptipad, Ze se bude vyzadovat potvrzeni vysledku.
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Potvrzeni pozitivnich vysledki:

Vsechny pozitivni vysledky ziskané testem VIDAS® Salmonella musi byt potvrzeny!
Potvrzeni je nutno provézt pomoci piidy SX2 a je nutno jej zahajit do 72 h po ukonceni
inkubace selektivni ptdy pfi teploté 41,5 £ 1 °C.

Izolujte na selektivnim agaru, inkubujte dle doporucenych inkubacnich podminek a

konfirmujte podle CSN EN ISO 6579 (2003) Mikrobiologie potravin a krmiv — Horizontalni
metoda prukazu bakterii rodu Salmonella.




