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STANDARDNI OPERACNI POSTUP

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

1. Popis metody

3M™ Tecra™ Staph Enterotoxin VIA je rychly a specificky orientacni test k presumptivni
detekci stafylokokovych enterotoxinti (typy A, B, C;, C,, C3, D a E) ve vzorcich potravin.
Detekéni limit metody je stanoven na 1 ng/ml extraktu vzorku, hodnota miize kolisat podle
typu enterotoxint.

2. 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
lakmusovych papirkt.

2.1. Piiprava ¢inidel testu

Je nutné zamezit kiiZové kontaminaci ¢inidel. Pfi rozpousténi ¢inidlo jemné promichavame
ptevracenim, do uplného rozpusténi ponechame pii teplot¢ 20-25 °C. Nikdy prudce
neprotiepavat! Po rozpusténi zapiSeme datum piipravy na sStitek 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 nafedéni.

2. Positive Control: do polypropylenové zkumavky s 4,95 ml promyvaciho roztoku ptidame
50 ul pozitivni kontroly. Piipravujeme denné Cerstvé!

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 - izolat S. aureus

1. Testovany izolat (24-hodinova kultura na krevnim agaru) inokulujeme do Tecra
Staphylococcus Growth Medium a kultivujeme pti 37 °C po dobu 18-20 hodin. S ohledem
na moznou vazbu toxinl na sklo pouzivame 10 ml PP centrifuga¢ni zkumavky.

2. Do mikrozkumavky Eppendorf napipetujeme 1,5 ml promichané pomnozené kultury,
odstfedime 10 min pii 8 000 rpm.

3. Do druhé mikrozkumavky Eppendorf opatrné odpipetujeme 1 ml supernatantu a upravime
pH na hodnotu 7-8, pH métime pomoci lakmusového papirku.

4. K 1 ml supernatantu piidame 50 pl Sample Additive a dikladn€ promichame.
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2.3. Piiprava vzorku - potraviny

SRyNpNS®

Krok l:b Krok 2: Krok 3: K.rok 4: Kf."k, 5
0 Hydratace™ a .  ax s Filtrace Pridani
Vzorek C . Kysela Odstiedéni d
michani . . ¢ vzorku" a Sample
vzorku precipitace vzorku \iprava pH Additive
Susené mléko Hydratujeme neni neni Filtrace neni Peclive
podle pokynti zapotiebi. promichame
vyrobce nebo Upravime pH 1 ml vzorku
smichame 10 g vzorku na 7-8. | s 50 ul Sample
s 50 ml Tris Additive.
pufru.
Kojenecké Smichame 10 g | Upravime pH Odstied’'ujeme Prefiltrujeme Peclive
mléko se 40 ml vody. na hodnotu 4 15 min pri supernatant promichame
pomoci 10M 25 000g. pomoci 1 ml eluatu s
HCI. upravené 50 pl Sample
stiikacky. Additive.
Upravime pH
eludtu na 7-8.
Jiné susené Smichame 10 g neni Odstied’ujeme Prefiltrujeme Pecliveé
vyrobky s 50 ml Tris 10 min pfi 1 supernatant promichame
pufru. 000 — 3 000g. pomoci 1 ml eluatu s
upravené 50 pl Sample
stiikacky. Additive.
Upravime pH
eludtu na 7-8.
Syr a uzeny Smichame 10 g | Upravime pH Odstied’'ujeme Prefiltrujeme Peclive
losos, s 50 ml Tris na hodnotu 4 10 min pfti 1000 supernatant promichame
potraviny ve pufru. pomoci 10M —3000g. pomoci 1 ml eluatu s
strouhance ¢i HCI. upravené 50 pl Sample
tésticku stiikacky. Additive.
Upravime pH
eludtu na 7-8.
Tekuté mléko neni neni neni Filtrace neni Pecliveé
zapotiebi. promichame 1
Upravime pH ml vzorku s
vzorku na 7-8. 50 pl Sample
Additive.
Jiné potraviny | Smichame 10 g neni Odstied’'ujeme Prefiltrujeme Pecliveé
s 20 ml Tris 10 min pti 1000 supernatant promichame
pufru. —3000g. pomoci 1 ml eluétu s
upravené 50 pl Sample
stiikacky. Additive.
Upravime pH
eludtu na 7-8°.

Poznamky:

a) vzorky s vysokou peroxidazovou aktivitou mohou zpUsobit falesné pozitivni vysledky

b) suSené potraviny je tfeba 30 minut pfed mixovanim namocit

¢) pfiiupravé pH pozor na pokles hodnoty pod 3, mize dojit k denaturaci toxind

d) 0,5-1,0 cm silny vatovy tampén vlozime do 25 ml jednorazové plastové sttikacky, do stfikacky nalijeme 5 ml
destilované vody a pistem ji protlacime, aby vznikla tuhd vatova zatka, na kazdy vzorek pouzijeme novou
stiikacku

e) pokud po kroku 4 neziskdme prizracny a neviskdzni eludt, je nutno u nove pfipraveného vzorku zatadit kyselou
precipitaci
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2.4. Pracovni postup - ELISA

1.

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

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

Navlh¢eni jamek: kazdou z jamek naplnime promyvacim
roztokem a nechame stat 10 minut pfi laboratorni teploté.
Poté rychlym pievracenim vylijeme obsah jamek do
nadoby na odpad, nasledné¢ prevracenym rameckem
nékolikrat dirazné klepneme na silnou vrstvu bunicité
vaty.

Naneseni a inkubace vzorki: 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 odpatovani)
a inkubujeme 2 hodiny pti 37 °C.

Prvni promyti: rychlym pievracenim vylijeme obsah
jamek do nadoby na odpad, nasledné ptevracenym
rameckem nékolikrat diirazné 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
4x.

Ptidani konjugdtu a inkubace: do kazdé prazdné jamky
napipetujeme 200 pl konjugatu, jamky piekryjeme
parafilmem (ochrana proti odpafovani) a inkubujeme 1
hodinu pti 20-25 °C.

Druhé promyti: rychlym pfevracenim vylijeme obsah
jamek do nadoby na odpad, nasledn€¢ ptevracenym
rameckem nékolikrat diirazné 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
Sx.

Pfidani substratu: do kazdé prazdné jamky napipetujeme
200 pl substratu a inkubujeme 30 minut pii 20-25 °C.
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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 45 minutaich nedoséhne
pozitivni kontrola potfebného zbarveni, stanoveni je
neplatné a vysledky testu nelze pouzit.

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 pfinejmensSim stejn¢ tmava jako barva |+ - & = 2
¢. 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 provedenti testu 3M™
Tecra™ Staph Enterotoxin VIA

3. Uchovavani a likvidace

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

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

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



