ANARLY g
P T,

Fa.

AP
JAY A

*

L]

* ¥ .
N 3
evropsky P g

socialni - MINISTERSTVO SKOLSTVI, OP Vzdélavani 'V
fond v CH EVROPSKA UNIE MLADEZE A TELOVYCHOWVY pro konkurenceschopnost RUNENS

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

AVERSITyg

L

"3, s
e

KA 2340/1-4 Detekce stafylokokovych enterotoxini v potravinach metodou
ELFA s vyuzitim pristroje miniVIDAS

Navody na cviceni

Stafylokokové enterotoxiny

Za vznik jednoho z nejcastéjSich onemocnéni z potravin typu alimentarni intoxikace —
stafylokokové enterotoxikozy jsou zodpovédné stafylokokové enterotoxiny (SEs), jejichz
znaceni SEA - SEU koresponduje s oznaenim geni sea - seu. Schopnost produkovat SEs je
prokadzéana u 50-60 % kmenu S. aureus. SEs vznikaji v potraviné jako metabolické produkty
pii mnozeni téchto bakterii. Je zndmo 22 typti SEs - pét tzv. klasickych stafylokokovych
enterotoxinil SEA, SEB, SEC (SEC1, SEC2, SEC3), SED, SEE je nejcastéji zodpovédnych za
otravu z potravin projevujici se nevolnosti, zvracenim, bolestmi bficha, prijmem (bez
horecky) a bolestmi hlavy. Ptiznaky onemocnéni se objevuji za 1-6 hodin po konzumaci
potravin.

Princip metody

PIné automaticky systém zaloZeny na metodé ELFA (enzyme-linked immunofluorescent
assay) vyuziva piistroj MiniVIDAS (Vitek Immuno Diagnostic Assay System). ELFA je
zaloZena na specifické reakci antigen-protilatka.

Testy vyuzivané piistrojem MiniVIDAS se skladaji ze dvou casti. Prvni Casti jsou
»pipety”, oznatované jako komurka s pevnou fazi (SPR), jejichz vnitini ¢ast je potazena
protilatkou specifickou k hledanému antigenu. Druhou ¢asti je reagencni strip sloZeny
z deseti jamek (obrazek 1). Prvni z nich je prdzdnd, do ni se pipetuje vzorek. DalSich osm
jamek obsahuje promyvaci roztoky nebo reagencni roztoky, konjugat z casti tvoreny
alkalickou fosfatdzou a substrat 4-methyl-umbelliferyl fosfat. Hledany antigen se navaze na
protilatku uvnitt SPR a v pritbé¢hu promyvacich krokl se odstrani nenavazané slozky vzorku.
Fluorogenicky substrat 4-methyl-umbelliferyl fosfat pouzivany v testu je enzymem alkalickou
fosfatdzou navazanou na komplex antigen-protilatka konvertovan na fluorescentni produkt 4-
methyl-umbelliferon (obrazek 2). Posledni jamka stripu je opticka kyveta, ve které je zméfena
intenzita fluorescence pomoci fotodiodového fluorimetru.

VIDAS SET 2 (bioMérieux, Francie) je test pouzivany pfistrojem MiniVIDAS pro detekci
SEs (SEA — SEE) v potravinach. Nevyhodou je, ze SEs pfitomné ve vzorku jsou detekovany
jako suma a piistroj ur¢i pouze jejich ptitomnost ¢i nepfitomnost. Z vysledkl nelze vyvodit,
ktery typ SE je ve vzorku pritomen. Detekéni limit je 0,5 — 1,0 ng SE.g* (mI™) vzorku
s ohledem na typ SE a druh potraviny.

Priprava vzorku trva priblizné .................... minut.

Analyza vzorki pristrojem VIDAS trva priblizné .................... minut.
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Obrézek 1: MiniVIDAS reagen¢ni strip s komirkou s pevnou fazi (SPR), (Baylis, 2003)
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Obrazek 2: Komplex antigen-protilatka s imobilizovanym enzymem (bioMérieux, Francie)

Obrazek 3: Piistroj VIDAS® veskeré kroky testu provadi automaticky, do piistroje se vklada

,»Spicka‘ SPR® a reagencni strip, na konci analyzy piistroj vysledky vytiskne



