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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

KA 2340/1-6 Vyuziti metody ELISA pfi detekci Listeria monocytogenes a
stafylokokovych enterotoxini v potravinach

B. Vyuziti metody 3M™ Tecra™ Staph Enterotoxin VIA pfri detekci
stafylokokovych enterotoxint v syrech

1. Princip metody

Vsechny imunologické metody jsou zalozeny na vysoce specifické vazebné reakci mezi
antigenem a protilatkou. Pro metodu ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) je
typické a) znaceni detekénich protilatek pomoci enzymd, které katalyzuji pfeménu substratu
na barevny produkt; b) adsorbce protilatek na vhodny nosi¢ (zkumavka, jamka mikrotitracni
desticky, atd.). Vyhodnoceni metody je vizudlni nebo spektrofotometrické.

V komer¢nich testech se nejcastéji vyuziva tzv. sandwich ELISA, kdy jsou na detekovany
antigen navazany 2 protilatky — imobilizovana a enzymaticky znacena (viz schéma 1).

Krok 1 Krok 2
Na povrch testovaci jamky  jsou Do jamky ptidame upraveny vzorek.
adsorbovany protilatky specifické pro Cilové antigeny se vazou na specifické
cilovy antigen. protilatky.
Naslednym  promyvanim  odstranime
zbytky vzorku a nenavazany antigen.
Krok 3 Krok 4
i [Fj ;&1 1 o 0.2 .ooo .
%] e R
M2 oy 9@
Do jamky pfiddme enzymaticky znacené Do jamky pfidame substrat.
protilatky. Enzym katalyzuje pfeménu substratu na
Protilatky se vazi na antigen a vytvari barevny produkt.
»sandwich®. Nasleduje vyhodnoceni vysledki.
Néaslednym  promyvanim  odstranime
nenavazané znacené protilatky.

Schéma 1: Hlavni kroky sandwich ELISA. (zdroj: McMEEKIN, TA. Detecting pathogens in food. 1% ed.

Abington: Woodhead Publishing Limited, 2003, 370 p.)
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2. Popis metody

3M™ Tecra™ Staph Enterotoxin VIA je rychly a specificky orientacni test k presumptivni
detekci stafylokokovych enterotoxini (typy A, B, Ci, Cy, C3, D a E) ve vzorcich potravin.
Pouzitou metodou nelze odlisit jednotlivé typy enterotoxini.

Detekeni limit metody je stanoven na 1 ng/ml extraktu vzorku, hodnota muze kolisat podle
typu enterotoxintl.

3. Pracovni postup

Stafylokokové enterotoxiny se vazi na sklo. Nadoby a ostatni vybaveni musi byt vyrobeny
z materialu, na ktery se toxin nevaze. Doporucené je pouziti polypropylenovych nadob a pti
stanoveni pH lakmusovych papirkt.

3.1. Zpracovani vzorku - syry

1.

Do sterilniho homogeniza¢niho sacku odvazime 10 g testovaného mlécného vyrobku a
ptidame 50 ml Tris pufru, vzorek homogenizujeme na stomacheru.

Homogenat prelijeme do polypropylenové centrifugacni zkumavky a pomoci 10M HCI
upravime pH na hodnotu 4, k méfeni pH pouzijeme lakmusovy papirek.

Zkumavku odstted’ujeme pti 1 000 - 3 000g po dobu 10 minut. Supernatant ptefiltrujeme
pomoci upravené stiikacky do nové polypropylenové zkumavky a pH eluatu upravime
1M NaOH na hodnotu 7-8. K méfeni pH pouzijeme lakmusovy papirek.

Do zkumavky Eppendorf napipetujeme 1 ml eluatu, ptidame 50 pl Sample Additive a
dikladné promichame.

Provedeme detekci stafylokokovych enterotoxinii metodou ELISA (3M™ Tecra™ Staph
Enterotoxin VIA).

3.2. Zpracovani vzorku — masné vyrobky

1.

Do sterilniho homogeniza¢niho sacku odvazime 10 g testovaného masného vyrobku a
ptidame 20 ml Tris pufru, vzorek homogenizujeme na stomacheru.

Homogenat pielijeme do polypropylenové centrifugaéni zkumavky. Zkumavku
odstied’'ujeme pii 1 000 - 3 000g po dobu 10 minut.

Supernatant pfefiltrujeme pomoci upravené stiikaCcky do nové polypropylenové
zkumavky a pH eludtu upravime 1M NaOH na hodnotu 7-8. K méteni pH pouZijeme
lakmusovy papirek.

Do zkumavky Eppendorf napipetujeme 1 ml eluatu, pfidame 50 pl Sample Additive a
dikladn¢ promichame.

Provedeme detekei stafylokokovych enterotoxinii metodou ELISA (3M™ Tecra™ Staph
Enterotoxin VIA).



3.3. Pracovni postup 3M™ Tecra™ Staph Enterotoxin VIA
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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Pfed zahajenim prace zajistime vytemperovani
¢inidel testu na laboratorni teplotu (tj. 2025 °C).

Priprava jamek: do ramecku umistime potiebny
pocet jamek s navazanymi protilatkami, a to podle
po¢tu vzorki + pozitivni kontrola + negativni
kontrola.

Navlh¢eni jamek: kazdou zjamek naplnime
promyvacim roztokem a nechdme stat 10 minut pfi
laboratorni teploté. Poté rychlym pfevracenim
vylijeme obsah jamek do nadoby na odpad,
nasledn¢ prevracenym rameckem nékolikrat
darazné klepneme na silnou vrstvu bunicité vaty.

Naneseni a inkubace vzorki: do jamek
v ramecku pipetujeme postupné 200 pl kazdého
inaktivovaného vzorku, na zavér potom 200 pl
pozitivni a 200 pl negativni kontroly. Na kazdy
vzorek, resp. kontrolu, pouzijeme novou Spicku.
Jamky prekryjeme parafilmem (ochrana proti
odpatovani) a inkubujeme 2 hodiny p¥i 37 °C.

Prvni promyti: rychlym pfevracenim vylijeme
obsah jamek do nadoby na odpad, nésledné
pfevracenym  rameckem  nckolikrat — dlrazné
klepneme na silnou vrstvu buniéité vaty. Pomoci
stiicky naplnime vSechny jamky aZz po okraj
promyvacim roztokem, pozor na vzduchové
bubliny. Jamky takto promyjeme a vyprazdnime
celkem 4x.

Pridani konjugatu a inkubace: do kazdé¢ prazdné
jamky napipetujeme 200 pl konjugatu, jamky
prekryjeme parafilmem (ochrana proti odparovani)
a inkubujeme 1 hodinu p¥i 20-25 °C.

Druhé promyti: rychlym pfevracenim vylijeme
obsah jamek do nadoby na odpad, nasledné
pfevracenym  rameckem  nckolikrat  dlrazné
klepneme na silnou vrstvu bunicité vaty. Pomoci
stiicky naplnime vSechny jamky aZz po okraj
promyvacim roztokem, pozor na vzduchové
bubliny. Jamky takto promyjeme a vyprazdnime
celkem 5x.
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8. Pridani substratu: do kazdé prazdné jamky N
napipetujeme 200 pl substratu, a inkubujeme 30 o
minut p¥i laboratorni teploté (20-25 °C).

9. Hodnoceni barvy pozitivni Kkontroly: jemné
poklepeme na ramecek, aby se barva rovnomérné
rozmichala, barva pozitivni kontroly musi byt
alespoit stejné¢ tmava jako barva €. 4 na
vyhodnocovaci $abloné (Color Card 2). Neni-li
barva pozitivni kontroly dostate¢nd, prodlouzime
inkubaci na 45 minut. Pokud ani po 45 minutach
nedosahne pozitivni kontrola potfebného zbarveni,
stanoveni je neplatné a vysledky testu nelze pouzit.

10. P¥idani Stop Solution: do kazdé jamky
napipetujeme 20 pl Stop Solution, opatrné
promichdme a do 30 minut odecteme vysledky.
(krok je nepovinny)

11. Interpretace vysledkii: porovname barvu kazdé
jamky s vyhodnocovaci $ablonou (Color Card 2). :
Pozitivni kontrola musi byt pfinejmenSim stejné r
tmava jako barva ¢. 4 a negativni kontrola nesmi
byt tmavs§i neZz barva ¢. 2, jinak je stanoveni
neplatné.

L
Pozn.: Pouzité obrazky jsou prevzaty se souhlasem firmy NOACK, spol. s r.0. Z navodu k provedeni testu 3M™

Tecra™ Listeria Visual Immunoassay (VIA)

Po ukoncenti testu zlikvidujeme vSechny vzorky obsahujici toxin (vCetné pozitivnich kontrol)
a pouzité jamky namocenim do 2% chlornanu sodné¢ho na dobu 30 minut.



