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STANDARDNÍ OPERA�NÍ POSTUP 

Detekce stafylokokových enterotoxin�  
metodou 3M™ Tecra™ Staph Enterotoxin VIA 

1. 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. 

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

typu enterotoxin�. 

2. 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 

lakmusových papírk�. 

2.1. P�íprava �inidel testu 

Je nutné zamezit k�ížové kontaminaci �inidel. P�i rozpoušt�ní �inidlo jemn� promícháváme 

p�evracením, do úplného rozpušt�ní ponecháme p�i teplot� 20-25 °C. Nikdy prudce 

neprot�epávat! Po rozpušt�ní zapíšeme datum p�ípravy na štítek lahvi�ky. 

1. Wash Concentrate: promývací roztok se p�ipraví na�ed�ním Wash Concentrate s 2 l 

destilované vody (tj. 1,25 ml Wash concentrate + 100 ml destilované vody). Použitelnost 

2 m�síce od na�ed�ní. 

2. Positive Control: do polypropylenové zkumavky s 4,95 ml promývacího roztoku p�idáme 

50 �l pozitivní kontroly. P�ipravujeme denn� �erstvé! 

3. Conjugate: do lahvi�ky Conjugate p�idáme obsah lahvi�ky Conjugate Diluent. 

Použitelnost 1 m�síc po rozpušt�ní. 

4. Substrate: do lahvi�ky Substrate p�idáme obsah lahvi�ky Substrate Diluent. Použitelnost 2 

m�síce po rozpušt�ní. 

2.2. P�íprava vzorku - izolát S. aureus

1. Testovaný izolát (24-hodinová kultura na krevním agaru) inokulujeme do Tecra 

Staphylococcus Growth Medium a kultivujeme p�i 37 °C po dobu 18-20 hodin. S ohledem 

na možnou vazbu toxin� na sklo používáme 10 ml PP centrifuga�ní zkumavky. 

2. Do mikrozkumavky Eppendorf napipetujeme 1,5 ml promíchané pomnožené kultury, 

odst�edíme 10 min p�i 8 000 rpm. 

3. Do druhé mikrozkumavky Eppendorf opatrn� odpipetujeme 1 ml supernatantu a upravíme 

pH na hodnotu 7-8, pH m��íme pomocí lakmusového papírku. 

4. K 1 ml supernatantu p�idáme 50 �l Sample Additive a d�kladn� promícháme. 
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2.3. P�íprava vzorku - potraviny 

Vzoreka

Krok 1: 
Hydrataceb a 

míchání 
vzorku 

Krok 2: 
Kyselá 

precipitacec

Krok 3: 
Odst�ed�ní 

vzorku 

Krok 4: 
Filtrace 

vzorkud a 
úprava pH 

Krok 5: 
P�idání 
Sample 

Additive 
Sušené mléko Hydratujeme 

podle pokyn�

výrobce nebo 

smícháme 10 g 

s 50 ml Tris 

pufru. 

není není Filtrace není 

zapot�ebí. 

Upravíme pH 

vzorku na 7-8. 

Pe�liv�

promícháme  

1 ml vzorku 

s 50 �l Sample 

Additive. 

Kojenecké 
mléko 

Smícháme 10 g 

se 40 ml vody. 

Upravíme pH 

na hodnotu 4 

pomocí 10M 

HCl. 

Odst�e�ujeme 

15 min p�i 

25 000g. 

P�efiltrujeme 

supernatant 

pomocí 

upravené 

st�íka�ky. 

Upravíme pH 

eluátu na 7-8. 

Pe�liv�

promícháme  

1 ml eluátu s  

50 �l Sample 

Additive. 

Jiné sušené 
výrobky 

Smícháme 10 g 

s 50 ml Tris 

pufru. 

není Odst�e�ujeme 

10 min p�i 1 

000 – 3 000g. 

P�efiltrujeme 

supernatant 

pomocí 

upravené 

st�íka�ky. 

Upravíme pH 

eluátu na 7-8. 

Pe�liv�

promícháme  

1 ml eluátu s  

50 �l Sample 

Additive. 

Sýr a uzený 
losos, 
potraviny ve 
strouhance �i 
t�stí�ku 

Smícháme 10 g 

s 50 ml Tris 

pufru. 

Upravíme pH 

na hodnotu 4 

pomocí 10M 

HCl. 

Odst�e�ujeme 

10 min p�i 1000 

– 3000g. 

P�efiltrujeme 

supernatant 

pomocí 

upravené 

st�íka�ky. 

Upravíme pH 

eluátu na 7-8. 

Pe�liv�

promícháme  

1 ml eluátu s  

50 �l Sample 

Additive. 

Tekuté mléko není není není Filtrace není 

zapot�ebí. 

Upravíme pH 

vzorku na 7-8. 

Pe�liv�

promícháme 1 

ml vzorku s  

50 �l Sample 

Additive. 

Jiné potraviny Smícháme 10 g 

s 20 ml Tris 

pufru. 

není Odst�e�ujeme 

10 min p�i 1000 

– 3000g. 

P�efiltrujeme 

supernatant 

pomocí 

upravené 

st�íka�ky. 

Upravíme pH 

eluátu na 7-8
e
. 

Pe�liv�

promícháme  

1 ml eluátu s  

50 �l Sample 

Additive. 

Poznámky: 

a)  vzorky s vysokou peroxidázovou aktivitou mohou zp�sobit falešn� pozitivní výsledky 

b) sušené potraviny je t�eba 30 minut p�ed mixováním namo�it 

c) p�i úprav� pH pozor na pokles hodnoty pod 3, m�že dojít k denaturaci toxin�

d) 0,5-1,0 cm silný vatový tampón vložíme do 25 ml jednorázové plastové st�íka�ky, do st�íka�ky nalijeme 5 ml 

destilované vody a pístem ji protla�íme, aby vznikla tuhá vatová zátka, na každý vzorek použijeme novou 

st�íka�ku 

e) pokud po kroku 4 nezískáme pr�zra�ný a neviskózní eluát, je nutno u nov� p�ipraveného vzorku za�adit kyselou 

precipitaci 
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2.4. Pracovní postup - ELISA 

1. P�ed zahájením práce zajistíme vytemperování všech 

�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. 

4. Nanesení a inkubace vzork�: do jamek v ráme�ku 

pipetujeme postupn� 200 �l každého 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 20-25 °C. 
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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, pokra�ujeme 

v inkubaci. Pokud ani po 45 minutách nedosáhne 

pozitivní kontrola pot�ebného zbarvení, stanovení je 

neplatné a výsledky testu nelze použít.  

10. P�idání Stop Solution: do každé jamky napipetujeme 20 

�l Stop Solution, opatrn� promícháme a do 30 minut 

ode�teme výsledky. (krok není povinný) 

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™ Staph Enterotoxin VIA 

3. Uchovávání a likvidace 

Všechny sou�ásti testovací sady, v�etn� promývacího roztoku, uchováváme p�i teplot� 2-8 

°C. Nepoužité jamky ukládáme do uzavíratelného sá�ku, nesmí zmrznout. 

P�i rozpoušt�ní �inidel testu je nutno zapsat datum na štítek lahvi�ky. Po rozpušt�ní �inidla 

použijeme nejpozd�ji za: 1 den – pozitivní kontrola, 1 m�síc – konjugát, 2 m�síce – ostatní 

�inidla. 

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. 


