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INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

STANDARDNI OPERACNI POSTUP

Detekce listerii v potravinach a environmentalnich vzorcich
metodou 3M™ Tecra™ Listeria Visual Imnmunoassay

1. Popis metody

3M™ Tecra™ Listeria Visual Immunoassay je rychly a specificky orientacni test
k presumptivni detekci bakterii Listeria spp. v potravinach a environmentalnich vzorcich.
Timto testem nelze odliSit patogenni L. monocytogenes od ostatnich druhii listerii. Detekcni
limit metody je stanoven na 1-5 bun¢k listerii v 25 g vzorku (resp. na odbérovém tamponu), a
to v zavislosti na jejich sérotypu. Presumptivné pozitivni vysledky je tfeba vzdy potvrdit
standardni metodou (kultivace, biochemické a sérologické testy).

2. Pracovni postup
2.1. Priprava cinidel testu

Je nutné zamezit kiizové kontaminaci Cinidel. Pfi rozpousténi ¢inidlo jemné promichavame
prevracenim, do uplného rozpusténi ponechame pii teplot¢ 20-25 °C. Nikdy prudce
neprotiepavat! Po rozpusténi zapiSeme datum piipravy na Stitek lahvicky.

1. Wash Concentrate: promyvaci roztok se pfipravi nafedénim Wash Concentrate s2 1
destilované vody (tj. 1,25 ml Wash concentrate + 100 ml destilované vody). Pouzitelnost
2 mésice od naiedéni.

2. Positive Control: do lahvic¢ky Positive Control napipetujeme 3 ml Negative Control.

3. Conjugate: do lahvicky Conjugate ptfiddme obsah lahvicky Conjugate Diluent.
Pouzitelnost 1 mésic po rozpusténi.

4. Substrate: do lahvicky Substrate pfidame obsah lahvi¢ky Substrate Diluent. Pouzitelnost 2
mgsice po rozpusténi.

2.2. Piiprava vzorku — potraviny

Vzdy dbame na to, aby pomnozovaci média byla pfedem piedehiatd na uvedenou teplotu
inkubace.

PouZivana pomnoZzovaci média:

FB Fraser Broth

UVM University of Vermont Broth
LEB Listeria Enrichment Broth
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2.2.1. Mlécné vyrobky

homogenizace 25 ml (25 g) vzorku + 225 ml LEB
inkubace pti 30 °C, 24 hodin

\J

1 ml+9 ml FB
inkubace 30 °C, 24 hodin

\J
ELISA

2.2.2. Maso a masné vyrobky

homogenizace 25 g vzorku + 225 ml UVM
inkubace pii 30 °C, 24 hodin

\J

0,1 ml+9,9ml FB
inkubace 30 °C, 24 hodin

)
ELISA

2.2.3. Ostatni potraviny

homogenizace 25 ml (25 g) vzorku + 225 ml LEB
inkubace pii 30 °C, 24 hodin

\J

0,1 ml+9,9ml FB
inkubace 30 °C, 24 hodin

)
ELISA

2.2.4. Vzorky 7 prostiedi

stérovy tampon + 20 ml UVM
inkubace pii 30 °C, 48 hodin

)
ELISA
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2.3. Pracovni postup - ELISA

1.

Pfed zahdjenim prace zajistime vytemperovani vSech
¢inidel testu na laboratorni teplotu (tj. 20-25 °C).

Tepelnd inaktivace vzorki: do zkumavky Eppendorf
napipetujeme 50 pl Sample Aditive (Cinidlo 10) a 1 ml
pomnozen¢ho  vzorku, promichame a  tepelné
inaktivujeme v suché lazni 15 minut pifi 100 °C.
Provedeme pro kazdy testovany vzorek

Ptiprava jamek: do ramecku umistime potfebny pocet
jamek s navazanymi protilatkami, a to podle poctu vzorki
+ pozitivni kontrola + negativni kontrola.

Naneseni a inkubace vzorkd: do jamek v ramecku
pipetujeme postupné¢ 200 pl kazdého vzorku, na zavér
potom 200 pl pozitivni a 200 pl negativni kontroly. Na
kazdy vzorek, resp. kontrolu, pouzijeme novou Spicku.
Jamky ptekryjeme parafilmem (ochrana proti odpafovani)
a inkubujeme 30 minut pii 37 °C.

Prvni promyti: rychlym pievracenim vylijeme obsah
jamek do nadoby na odpad, nasledné¢ prevracenym
rameCkem nékolikrat dirazné klepneme na silnou vrstvu
bunicité vaty. Pomoci stficky naplnime vSechny jamky az
po okraj promyvacim roztokem, pozor na vzduchové
bubliny. Jamky takto promyjeme a vyprazdnime celkem
3x.

Pfidani konjugéitu a inkubace: do kazdé prazdné jamky
napipetujeme 200 pl konjugatu, jamky piekryjeme
parafilmem (ochrana proti odpafovani) a inkubujeme 30
minut pii 37 °C.

Druhé promyti: rychlym pifevracenim vylijeme obsah
jamek do nadoby na odpad, nasledné ptevracenym
rameckem nékolikrat diirazné klepneme na silnou vrstvu
bunicité vaty. Pomoci stiicky naplnime vSechny jamky az
po okraj promyvacim roztokem, pozor na vzduchové
bubliny. Jamky takto promyjeme a vyprazdnime celkem
4x.

Pfidani substratu: do kazdé prazdné jamky napipetujeme
200 pl substratu a inkubujeme 15 minut pti 20-25 °C.

SRyNpNS®
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9. Hodnoceni barvy pozitivni kontroly: jemné¢ poklepeme na
ramecek, aby se barva rovnomérné rozmichala, barva :
pozitivni kontroly musi byt alesponl stejn¢ tmava jako | ¥
barva ¢. 4 na vyhodnocovaci Sablon¢ (Color Card 2).
Neni-li barva pozitivni kontroly dostate¢nd, pokracujeme
v inkubaci. Pokud ani po 30 minutaich nedoséhne
pozitivni kontrola potfebného zbarveni, stanoveni je
neplatné a vysledky testu nelze pouzit.

T,

10. Pfidani Stop Solution: do kazdé jamky napipetujeme 20 _
pl Stop Solution, opatrné promichdme a do 30 minut %{’ B
ode¢teme vysledky. (krok neni povinny) KT e

11. Interpretace vysledkli: porovnadme barvu kazdé jamky
s vyhodnocovaci Sablonou (Color Card 2). Pozitivni
kontrola musi byt pfinejmenSim stejné tmava jako barva
¢. 4 a negativni kontrola nesmi byt tmavsi nez barva €. 2, .
jinak je stanoveni neplatné.

Pozn.: Pouzité obrazky jsou prevzaty se souhlasem firmy NOACK, spol. s r.o. z navodu k provedeni testu 3M™
Tecra™ Listeria Visual Immunoassay

2.4. Konfirmace presumptivniho vysledku

1. Presumptivné pozitivni vysledky je tieba vzdy potvrdit standardni metodou (CSN EN
ISO 11290-1).

2. Provedeme vyockovani z primarniho i sekunddrniho pomnozeni na pidy ALOA a
PALCAM, naockované misky inkubujeme pii 37 °C po dobu 24, resp. 48 hodin.

3. Po ukonceni inkubace hodnotime pfitomnost suspektnich kolonii L. monocytogenes. Po
24 hodinach roste L. monocytogenes na ALOA agaru v modrozelenych koloniich
obklopenych Sirokou neprithlednou kruhovou zénou precipitace (tzv. halé zoéna). Na
PALCAM agaru roste L. monocytogenes v drobnych Sedozelenych ¢i olovovych
koloniich a v jejich okoli dochazi k hnédnuti/Cernani média, po delsi dobé€ inkubace maji
kolonie propadly stied.

4. Zkazdé Petriho misky odebereme 5 suspektnich kolonii k biochemické, pfip. i
sérologické konfirmaci.

3. Uchovavani a likvidace

Vsechny soucasti testovaci sady, vCetné¢ promyvaciho roztoku, uchovavame pfi teploté 2-8
°C. Nepouzité jamky ukladame do uzaviratelného sacku, nesmi zmrznout.

Pii rozpousténi €inidel testu je nutno zapsat datum na Stitek lahvicky. Po rozpusténi ¢inidla
pouzijeme nejpozdéji za: 1 mesic — konjugat, 2 mésice — ostatni ¢inidla.

Po ukonceni testu zlikvidujeme vSechny vzorky a pouzité jamky vhodnym zptisobem.



