%,

*

o SONARIA
* NG 2,
** ** ﬁ.. %,
. x ° M £
evropsky P e ui ;

socialni - MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani P e
fondvCR EVROPSKA UNIE MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost RUNENS

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

'ERSIT
\e\\l As

S
9,
ATRN

STANDARDNI OPERA CNi POSTUP

Detekce stafylokokovych enterotoxid
metodou 3M™ Tecra™ Staph Enterotoxin VIA

1. Popis metody

3M™ Tecra™ Staph Enterotoxin VIA je rychly a spedy orienta&ni test k presumptivni
detekci stafylokokovych enterotoxXintypy A, B, G, C;, Cs, D a E) ve vzorcich potravin.
Detekeni limit metody je stanoven na 1 ng/ml extraktu nap hodnota riZze kolisat podle
typu enterotoxif.

2. Pracovni postup

Stafylokokové enterotoxiny se vazi na sklo. Nadabgstatni vybaveni musi byt vyrobeny
z materialu, na ktery se toxin nevaze. Dogené je pouziti polypropylenovych nadob a
lakmusovych papirk

2.1. Friprava ¢inidel testu

Je nutné zamezitiiZové kontaminacéinidel. i rozpousgni ¢inidlo jemre promichavame
pievracenim, do Uplného rozpédt ponechame ip teplog€ 20-25 °C. Nikdy prudce
neprotepavat! Po rozpudti zapiSeme datuniipravy na Stitek lahuky.

1. Wash Concentrate: promyvaci roztok sépmavi ndednim Wash Concentrate s 2 |
destilované vody (tj. 1,25 ml Wash concentrate 8 &0 destilované vody). Pouzitelnost
2 mesice od ngedni.

2. Positive Control: do polypropylenové zkumavky sl promyvaciho roztokuif@ame
50 ul pozitivni kontroly. Ripravujeme denhicerstvé!

3. Conjugate: do lahv¢ky Conjugate pidame obsah lahtky Conjugate Diluent.
PouZzitelnost 1 gsic po rozpushi.

4. Substrate: do lahtky Substrate fidame obsah lah¥ky Substrate Diluent. PouZzitelnost 2
mésice po rozpushi.

2.2. Fiprava vzorku - izolat S. aureus

1. Testovany izolat (24-hodinova kultura na krevnimaray inokulujeme do Tecra
Staphylococcus Growth Medium a kultivujem& 37 °C po dobu 18-20 hodin. S ohledem
na moznou vazbu toxima sklo pouzivame 10 ml PP centriféigbzkumavky.

2. Do mikrozkumavky Eppendorf napipetujeme 1,5 ml picdrané pomnozené kultury,
odstedime 10 min { 8 000 rpm.

3. Do druhé mikrozkumavky Eppendorf opatrodpipetujeme 1 ml supernatantu a upravime
pH na hodnotu 7-8, pH &ime pomoci lakmusového papirku.

4. K 1 ml supernatantuiglame 50ul Sample Additive aékladné promichame.
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2.3. Riprava vzorku - potraviny
Krok 1: Krok 4: Krok 5:
a Hydratace” a Mol NREIRES Filtrace Pridani
Vzorek L Kysela Odstiedénti d
michani Ditaces vzorku vzorku® a Sample
vzorku precipl Uprava pH Additive
SuSené mléko Hydratujeme neni neni Filtrace neni Peilive
podle pokyri zapotebi. promichame
vyrobce nebo Upravime pH 1 ml vzorku
smichame 10 g vzorku na 7-8.| s 50ul Sample
s 50 ml Tris Additive.
pufru.
Kojenecké Smichdme 10 g Upravime pH | Odstedujeme Prefiltrujeme Peilive
mléko se 40 mlvody.| na hodnotu 4 15 min @i supernatant promichame
pomoci 10M 25 00@. pomoci 1 ml eluatu s
HCI. upravené 50 ul Sample
stiikacky. Additive.
Upravime pH
eludtu na 7-8.
Jiné susené Smichame 10 ¢ neni Odsted’ujeme Prefiltrujeme Peilivé
vyrobky s 50 ml Tris 10 min@i 1l supernatant promichame
pufru. 000 — 3 006. pomoci 1 mleluatu s
upravené 50 ul Sample
strikacky. Additive.
Upravime pH
eluatu na 7-8.
Syr a uzeny Smichdme 10 g Upravime pH | Odstedujeme Prefiltrujeme Peilive
losos, s 50 ml Tris na hodnotu 4 | 10 min @ 1000 supernatant promichame
potraviny ve pufru. pomoci 10M — 300@®. pomoci 1 ml eluatu s
strouhancedi HCI. upravené 50 ul Sample
tésti¢ku stiikacky. Additive.
Upravime pH
eludtu na 7-8.
Tekuté mléko neni neni neni Filtrace neni| Peilive
zapotebi. promichame 1
Upravime pH ml vzorku s
vzorku na 7-8. | 50ul Sample
Additive.
Jiné potraviny | Smichame 10 ¢ neni Odsted'ujeme Prefiltrujeme Peilive
s 20 ml Tris 10 min @i 1000 supernatant promichame
pufru. — 300@. pomoci 1 ml eluatu s
upravené 50 ul Sample
stiikacky. Additive.
Upravime pH
eluatu na 7-8

Poznamky:

a) vzorky s vysokou peroxidazovou aktivitou mohpisobit faleSi pozitivni vysledky
b) suSené potraviny jéeba 30 minut f&d mixovanim namit
c) pxi Upraw pH pozor na pokles hodnoty pod 334m dojit k denaturaci toxin
d) 0,5-1,0 cm silny vatovy tampon vioZzime do 25jednorazové plastovéigitacky, do stikacky nalijeme 5 ml

destilované vody a pistem ji pratlmme, aby vznikla tuha vatova zatka, na kazdy vzquekZijeme novou

stifkacku

e) pokud po kroku 4 neziskdmeipracny a neviskozni eluét, je nutno u Bawipraveného vzorku zadit kyselou

precipitaci
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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

2.4. Pracovni postup - ELISA

1.

. Priprava jamek do rdmeéku umistime pdebny pdet

Pred zahajenim prace zajistime vytemperovani vSech

¢inidel testu na laboratorni teplotu (tj. 20-25 °C).

jamek s navazanymi protilatkami, a to podl€tpovzorki
+ pozitivni kontrola + negativni kontrola.

Navihceni jamek kazdou z jamek naplnime promyvacil
roztokem a nechame stat 10 miniitlpboratorni teplat
Poté rychlym pevracenim vylijeme obsah jamek d|

nadoby na odpad, naslednprevracenym ramdem
n¢kolikrat darazre klepneme na silnou vrstvu bdné
vaty.

Naneseni a inkubace vzdrk do jamek v ramiku
pipetujeme postugn 200 pl kazdého vzorku, na zéw
potom 200ul pozitivni a 200ul negativni kontroly. Na

kazdy vzorek, resp. kontrolu, pouzijeme novouci§pi
Jamky pekryjeme parafilmem (ochrana proti odpaani)
a inkubujeme 2 hodinyip37 °C.

Prvni promyti rychlym pevracenim vylijeme obsat
jamek do nadoby na odpad, naskedprevracenym
rame&kem reékolikrat dirazre klepneme na silnou vrstvi

bunkité vaty. Pomoci sittky naplnime vSechny jamky az

po okraj promyvacim roztokem, pozor na vzducho

bubliny. Jamky takto promyjeme a vyprazdnime celke

4x.

Pridani_konjugatu a inkubacelo kazdé prazdné jamky:

napipetujeme 200ul konjugatu, jamky pekryjeme

parafiimem (ochrana proti odfmvani) a inkubujeme 1 o

hodinu i 20-25 °C.

Druhé promyti rychlym pevracenim vylijeme obsat
jamek do nadoby na odpad, naskedprevracenym
rame&kem reékolikrat dirazre klepneme na silnou vrstvi

bunkité vaty. Pomoci sittky naplnime vSechny jamky az

po okraj promyvacim roztokem, pozor na vzducho

bubliny. Jamky takto promyjeme a vyprazdnime celke

5X.

Pridani substratudo kazdé prazdné jamky napipetujen
200l substratu a inkubujeme 30 minut g0-25 °C.
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9. Hodnoceni barvy pozitivni kontralyemns poklepeme na
rameek, aby se barva rovna@mé rozmichala, barva
pozitivni kontroly musi byt alespiostejré tmava jako |
barva ¢. 4 na vyhodnocovaci 3abtr(Color Card 2). .
Neni-li barva pozitivni kontroly dostated, pokréujeme L°
v inkubaci. Pokud ani po 45 minutdch nedosahne
pozitivni kontrola pdebného zbarveni, stanoveni je
neplatné a vysledky testu nelze pouzit.

10.Pridani _Stop Solutiondo kazdé jamky napipetujeme 2\“\
ul Stop Solution, opatn promichame a do 30 minu | %
odetteme vysledky. (krok neni povinny) ﬂeﬂ

11.Interpretace vysledk porovname barvu kazde jamkys;
s vyhodnocovaci Sablonou (Color Card 2). Pozitiy .
kontrola musi byt finejmensim stejntmava jako barva|=— = ==
& 4 a negativni kontrola nesmi byt tmavsi nez banz WL .
jinak je stanoveni neplatné.

Pozn.: Pouzité obrazky jsourgyzaty se souhlasem firmy NOACK, spol. s r.0. adiédk provedeni testu 3SM™
Tecra™ Staph Enterotoxin VIA

3. Uchovavani a likvidace

VSechny sotasti testovaci sady,cetre promyvaciho roztoku, uchovavameé feplot 2-8
°C. Nepouzité jamky ukladame do uzaviratelnéhlisanesmi zmrznout.

Pti rozpouséni cinidel testu je nutno zapsat datum na Stitek kyiPo rozpushni ¢inidla
pouzijeme nejpozii za: 1 den — pozitivni kontrola, 1&sic — konjugat, 2 gsice — ostatni
¢inidla.

Po ukoreni testu zlikvidujeme vSechny vzorky obsahujigirtdvéetre pozitivnich kontrol)
a pouzité jamky nant@nim do 2% chlornanu sodného na dobu 30 minut.



