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KA 2340/1-6 Využití metody ELISA p�i detekci Listeria monocytogenes a 

stafylokokových enterotoxin� v potravinách 

B. Využití metody 3M™ Tecra™ Staph Enterotoxin VIA p�i detekci 

stafylokokových enterotoxin� v sýrech 

1. Princip metody 

Všechny imunologické metody jsou založeny na vysoce specifické vazebné reakci mezi 

antigenem a protilátkou. Pro metodu ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) je 

typické a) zna�ení detek�ních protilátek pomocí enzym�, které katalyzují p�em�nu substrátu 

na barevný produkt; b) adsorbce protilátek na vhodný nosi� (zkumavka, jamka mikrotitra�ní 

desti�ky, atd.). Vyhodnocení metody je vizuální nebo spektrofotometrické. 

V komer�ních testech se nej�ast�ji využívá tzv. sandwich ELISA, kdy jsou na detekovaný 

antigen navázány 2 protilátky – imobilizovaná a enzymaticky zna�ená (viz schéma 1). 

Krok 1 Krok 2 

Na povrch testovací jamky jsou 

adsorbovány protilátky specifické pro 

cílový antigen. 

Do jamky p�idáme upravený vzorek.  

Cílové antigeny se vážou na specifické 

protilátky.  

Následným promýváním odstraníme 

zbytky vzorku a nenavázaný antigen. 

Krok 3 Krok 4 

Do jamky p�idáme enzymaticky zna�ené 

protilátky. 

Protilátky se váží na antigen a vytvá�í 

„sandwich“. 

Následným promýváním odstraníme 

nenavázané zna�ené protilátky. 

Do jamky p�idáme substrát. 

Enzym katalyzuje p�em�nu substrátu na 

barevný produkt. 

Následuje vyhodnocení výsledk�. 

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

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

3M™ Tecra™ Staph Enterotoxin VIA je rychlý a specifický orienta�ní test k presumptivní 

detekci stafylokokových enterotoxin� (typy A, B, C1, C2, C3, D a E) ve vzorcích potravin. 

Použitou metodou nelze odlišit jednotlivé typy enterotoxin�. 

Detek�ní limit metody je stanoven na 1 ng/ml extraktu vzorku, hodnota m�že kolísat podle 

typu enterotoxin�.  

3. Pracovní postup 

Stafylokokové enterotoxiny se váží na sklo. Nádoby a ostatní vybavení musí být vyrobeny 

z materiálu, na který se toxin neváže. Doporu�ené je použití polypropylenových nádob a p�i 

stanovení pH lakmusových papírk�. 

3.1. Zpracování vzorku 

1. Do sterilního homogeniza�ního sá�ku odvážíme 10 g testovaného mlé�ného výrobku a 

p�idáme 50 ml Tris pufru, vzorek homogenizujeme na stomacheru. 

2. Homogenát p�elijeme do polypropylenové centrifuga�ní zkumavky a pomocí 10M HCl 

upravíme pH na hodnotu 4, k m��ení pH použijeme lakmusový papírek. 

3. Zkumavku odst�e�ujeme p�i 1 000 - 3 000g po dobu 10 minut. Supernatant p�efiltrujeme 

pomocí upravené st�íka�ky do nové polypropylenové zkumavky.  

4. pH eluátu upravíme 1M NaOH na hodnotu 7-8.  

5. Do zkumavky Eppendorf napipetujeme 1 ml eluátu, p�idáme 50 �l Sample Additive a 

d�kladn� promícháme. 

6. Provedeme detekci stafylokokových enterotoxin� metodou ELISA (3M™ Tecra™ Staph 

Enterotoxin VIA). 

3.2. Pracovní postup 3M™ Tecra™ Staph Enterotoxin VIA 

1. P�ed zahájením práce zajistíme vytemperování 

�inidel testu na laboratorní teplotu (tj. 20–25 °C).

2. P�íprava jamek: do ráme�ku umístíme pot�ebný 

po�et jamek s navázanými protilátkami, a to podle 

po�tu vzork� + pozitivní kontrola + negativní 

kontrola. 

3. Navlh�ení jamek: každou z jamek naplníme 

promývacím roztokem a necháme stát 10 minut p�i 

laboratorní teplot�. Poté rychlým p�evrácením 

vylijeme obsah jamek do nádoby na odpad, 

následn� p�evráceným ráme�kem n�kolikrát 

d�razn� klepneme na silnou vrstvu buni�ité vaty. 
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4. Nanesení a inkubace vzork�: do jamek 

v ráme�ku pipetujeme postupn� 200 �l každého 

inaktivovaného vzorku, na záv�r potom 200 �l 

pozitivní a 200 �l negativní kontroly. Na každý 

vzorek, resp. kontrolu, použijeme novou špi�ku. 

Jamky p�ekryjeme parafilmem (ochrana proti 

odpa�ování) a inkubujeme 2 hodiny p�i 37 °C. 

5. První promytí: rychlým p�evrácením vylijeme 

obsah jamek do nádoby na odpad, následn�

p�evráceným ráme�kem n�kolikrát d�razn�

klepneme na silnou vrstvu buni�ité vaty. Pomocí 

st�i�ky naplníme všechny jamky až po okraj 

promývacím roztokem, pozor na vzduchové 

bubliny. Jamky takto promyjeme a vyprázdníme 

celkem 4x.

6. P�idání konjugátu a inkubace: do každé prázdné 

jamky napipetujeme 200 �l konjugátu, jamky 

p�ekryjeme parafilmem (ochrana proti odpa�ování) 

a inkubujeme 1 hodinu p�i 20-25 °C. 

7. Druhé promytí: rychlým p�evrácením vylijeme 

obsah jamek do nádoby na odpad, následn�

p�evráceným ráme�kem n�kolikrát d�razn�

klepneme na silnou vrstvu buni�ité vaty. Pomocí 

st�i�ky naplníme všechny jamky až po okraj 

promývacím roztokem, pozor na vzduchové 

bubliny. Jamky takto promyjeme a vyprázdníme 

celkem 5x. 

8. P�idání substrátu: do každé prázdné jamky 

napipetujeme 200 �l substrátu, a inkubujeme 30 

minut p�i laboratorní teplot� (20-25 °C).

9. Hodnocení barvy pozitivní kontroly: jemn�

poklepeme na ráme�ek, aby se barva rovnom�rn�

rozmíchala, barva pozitivní kontroly musí být 

alespo� stejn� tmavá jako barva �. 4 na 

vyhodnocovací šablon� (Color Card 2). Není-li 

barva pozitivní kontroly dostate�ná, prodloužíme 

inkubaci na 45 minut. Pokud ani po 45 minutách 

nedosáhne pozitivní kontrola pot�ebného zbarvení, 

stanovení je neplatné a výsledky testu nelze použít. 
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10. P�idání Stop Solution: do každé jamky 

napipetujeme 20 �l Stop Solution, opatrn�

promícháme a do 30 minut ode�teme výsledky. 

(krok je nepovinný)

11. Interpretace výsledk�: porovnáme barvu každé 

jamky s vyhodnocovací šablonou (Color Card 2). 

Pozitivní kontrola musí být p�inejmenším stejn�

tmavá jako barva �. 4 a negativní kontrola nesmí 

být tmavší než barva �. 2, jinak je stanovení 

neplatné.

Pozn.: Použité obrázky jsou p�evzaty se souhlasem firmy NOACK, spol. s r.o. z návodu k provedení testu 3M™

 Tecra™ Listeria Visual Immunoassay (VIA)

Po ukon�ení testu zlikvidujeme všechny vzorky obsahující toxin (v�etn� pozitivních kontrol) 

a použité jamky namo�ením do 2% chlornanu sodného na dobu 30 minut. 


