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STANOVENI MYKOTOXINU V OBILOVINACH
METODOU ELISA

1 Ucel a rozsah

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni piitomnosti, piipadné¢ obsahu jednotlivych
mykotoxini metodou ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Asssay) tzv. kompetitivni
technikou. Postup je ur¢en vyrobcem diagnostického kitu a je nutno kontrolovat jeho platnost
s kazdou novou Sarzi diagnostického kitu.

2 Princip

Test je zalozen na reakci antigenu s protildtkou. Jamky mikrotitracni desticky jsou pokryty
protilatkou, ktera je specificka k protilatce stanovovaného mykotoxinu. Pfidaji se protilatky
proti mykotoxinu, enzymovy konjugat mykotoxinu a jeho standardy nebo roztoky vzorku.
Volny mykotoxin a jeho enzymovy konjugat spolu soutéZi o vazebna mista protilatky proti
stanovovanému mykotoxinu (kompetitivni imunoenzymatickd reakce). Soucasné jsou
protilatky proti mykotoxinu vazéany protildtkami, kterymi jsou potaZeny jamky mikrotitracni
desticky. Po probéhnuti inkubace se vSechen nenavazany enzymovy konjugat odstrani
promytim. Do jamek se pfida substrat (chromogen) a navdzany enzymovy konjugat zbarvi
chromogen do modra. Po nasledné inkubaci se piidanim stop Cinidla modra barva zméni
ve zlutou. Absorbance se proméii fotometricky pii vinové délce 450 nm. Absorbance je
nepfimo timérna koncentraci mykotoxinu ve vzorku.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie obsazené v kitu, ostatni chemikalie Cistoty p. a., pokud neni uvedeno
jinak.

3.1  Diagnosticky kit pro stanoveni deoxynivalonolu (DON)

3.1.1 Ridascreen FAST DON (R-Biopharm AG, Darmstadt, SRN). Kit obsahuje:

1 X mikrotitracni desticku s 96 nebo 48 jamkami (12 nebo 6 stript, kazdy
s 8 reakénimi jamkami) s navazanou protilatkou anti-deoxynivalenolu.
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5 x standardni roztoky deoxynivalenolu ve vode¢, kazdy 1,3 ml o koncentracich 0 ppm
(nulovy standard); 0,222 ppm; 0,666 ppm; 2 ppm; 6 ppm.

1 x konjugat (6 ml nebo 3 ml) deoxynivalenolu znaceny peroxidazou — ¢ervend zatka.

1 x promyvaci pufr pro ptipravu 10mM fosfatového pufru (pH 7.4) s 0,05 %
Tweenu 20.

1 x anti-deoxynivalenol protilatku (6 ml nebo 3 ml) — ¢erna zatka.
1 x substrat/chromogen (10 ml) — hnéda zatka.

1 x stop ¢inidlo (14ml) 0,5 M H>SO 4 — zluta zatka.

Referencni materidl s ptislusSnym obsahem DON. Neni soucasti kitu.

Diagnosticky kit pro stanoveni zearalenonu (ZON)/T-2 toxinu

Ridascreen FAST Zearalenon/T-2 toxin (R-Biopharm AG, Darmstadt, Némecko).

Kit obsahuje:

1x mikrotitraéni desticku s 48 reakénimi jamkami (6 striptl s 8 jamkami) s navdzanou
protilatkou anti-zearalenonu/anti-T-2 toxinu.

5 x standardni roztok zearalenonu/T-2 toxinu v roztoku metanol/voda, kazdy 1,3 ml
v koncentracich 0 ppb (nulovy standard); 50 ppb; 100 ppb; 200 ppb; 400 ppb.

1 x konjugat (3 ml) zearalenon/ T-2 toxin znaceny peroxiddzou — ¢ervena zatka.

1 % anti-zearalenon/anti-T-2 toxin monoklonalni protilatka (3 ml) — Cerna zatka.

1 % substrat chromogen (10ml) — hnéda zatka.

1 x stop ¢inidlo (14 ml) 0,5M H>SO4 — zluté zatka.

Referencni materidl s ptislusSnym obsahem ZON/T-2 toxinu. Neni soucasti kitu.

Dalsi poti‘ebné chemikalie nedodavané v ramci Kita

Destilovand/deionizovand voda nebo 70% metanol (podle stanovovaného
mykotoxinu).

Ptiprava 70% metanolu: Smichd se 70 ml metanolu a 30 ml vody.

Chlornan sodny, NaClO, asi 2% (dekontaminaéni roztok).
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Ptiprava: 1 litr komeréné dodaného 11% roztoku chlornanu sodného se natedi asi 4,5 |
vody.
Etanol, CoHsOH, 70%, (dezinfek¢ni roztok).

Ptiprava: Smicha se 70 ml etanolu a 30 ml vody.

Poznamky

1

N

O 0 9 O W bk~ W

[ e S e e S e U =N =
N SN L A WD = O

—
(0]

Diagnosticke kity se uchovavaji pri (2 —8) °C.

Piistroje a pomicky

Laboratorni Srotovnik nebo jiny vhodny mlyn umoznujici zpracovani vzorku na Srot
o velikosti ¢astic cca (0,5 — 1,0) mm, bez piehfati vzorku. Zafizeni musi splilovat
pozadavek na dekontaminaci, ¢i$téni a zpracovani potfebného objemu vzorku.
Vysavac.

Digestoft, ochrannd obli¢ejova polomaska, ochranné rukavice.

Véhy s ptesnosti 0,01 g.

Davkovac roztokl s rozsahem 50 ml a 25 ml.

Sklenéné laboratorni kadinky vhodného objemu.

Hlinikova fo6lie nebo parafilm pro zakryti kddinek a dekontamina¢nich nadob.
Analytické filtracni nalevky.

Filtra¢ni papir Whatman No.1.

Vhodné zkumavky pro zachyt extraktu.

Magneticka multimichacka a michadla, ptipadné laboratorni ttepacka.

Laboratorni minutky.

Stojan na nalevky.

Stojan na zkumavky.

Automaticka jednokandlova pipeta s nastavitelnym objemem 50 pl, 100 pl.

Osmi— nebo dvanactikanalova automaticka pipeta, (50 — 250) pl.

Mikrodestickovy spektrofotometr pro 96—jamkové mikrotitracni desticky, méfici
pfi 450 nm.

Termostat.
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5 Pracovni postup

5.1 Skladovani vzorku

Vzorek se uchovava v suchu a temnu pii laboratorni teploté.

5.2 Homogenizace vzorku

Vzorek nebo jeho reprezentativni ¢ast se pomele na ¢astice o zrnitosti cca (0,5 — 1,0) mm tak,
aby nedoslo k jeho zahtivani. Pii zpracovani vzorku nesmi dojit k jeho kontaminaci.

5.3 Priprava extraktu

Do kédinky se navazi 5,00 g pomletého homogenniho vzorku a pfelije se danym mnoZstvim
extrak¢niho ¢inidla (3.3.1). Kazdy vzorek se navazuje 2 x. Pro stanoveni deoxynivalenolu
se vzorek extrahuje 100 ml destilované vody, pro stanoveni zearalenonu/T-2 toxinu se vzorek
extrahuje 25 ml 70% metanolu. Do kadinky se vloZi magnetické michadlo, kddinka se zakryje
hlinikovou folii a na magnetické michacce se nastavi intenzivni michani na 3 min. Pokud
se pouziji nadoby s tésnicim vickem, lze tfepat intenzivné na laboratorni tfepacce. Po 3 min
se obsah kadinky prefiltruje ptes filtracni papir Whatman No. 1 do vhodné zkumavky.
Po dobu, nez se zpracuji vSechny analyzované vzorky, jsou zkumavky umistény ve stojanu
zakryté a na misté bez piimého dopadu slune¢niho zéfeni.

V ptipad¢ extrakce vodou se filtrat pouzije pfimo k analyze. V piipad¢ extrakce 70%
metanolem se extrakt fedi v poméru 1 : 1 destilovanou vodou. Potom se pouzije k analyze.

5.4 Obecné zasady pouziti diagnostického kitu

Vsechny soucasti kitu se pied pouzitim vytemperuji na laboratorni teplotu. Pokud se kit
nepouzije najednou cely, nepouzité stripy se uschovaji zpét do uzaviratelného obalu
s desikantem a spolu se zbylymi chemikaliemi se uskladni opét do lednice. Jamky nesm¢ji
b&hem analyzy vyschnout. Casy mezi jednotlivymi kroky analyzy museji byt co nejkratsi,
doby inkubaci co nejpiesnéjsi. Pokud neni v laboratofi stabilni doporucena teplota, pouzije
se pro inkubace termostat vytemperovany na 22 °C. Velice dulezity krok je promyvani jamek
pufrem nebo destilovanou vodou. Pro rovnomérné promyvani je dilezité pouziti
multikanalové pipety nebo davkovace s rozpliiovaci hlavici. Nésleduje razné vyklepnuti
zbytkli tekutiny do Cistého ru¢niku (slozeny filtratni papir na buni¢iné apod.). Do jamek
se nesmi dostat ze savého povrchu drobné ¢astecky a je nutno zabranit doteku nebo namoceni
vnéjsi strany dna jamek, protoze by mohlo dojit ke zkresleni hodnot méfené absorbance.
Je tieba dodrzovat pocet promyvacich cykld. Pfi analyze je tfeba zabrénit piistupu piimého
slune¢niho zareni.
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5.5  Postup analyzy

Do ramecku se pfipravi potiebny pocet jamek pro vSechny vzorky a standardy. Pocitaji
se 2 jamky na kazdy vzorek, 2 jamky na kazdy bod kalibra¢ni ktivky a 2 jamky pro vkladany
referen¢ni material. Kalibrac¢ni kiivka se umist'uje na stied desticky (pi1 96-jamkové desti¢ce
je to pozice 6A az 7B, pii 48-jamkové desti¢ce je to pozice 3A az 4B). Vyplni se mapa
desticky, kterou si pracovnik pfipravi piedem. Na mapé desticky jsou udaje o identifikaci
vzorku a jeho pozici na mikrodesticce.

Podle ptripravené mapy se nanese 50 pl standardii a vzorkii do jamek. Na kazdy vzorek
1 standard se pouzije nova Spicka.

Do kazdé jamky se prida 50 pl konjugatu (Cerveny uzaveér).

Do kazdé jamky se pfida 50 pl protilatky (Cerny uzavér). Obsah jamek se na rovné plose
jemn¢ promicha krouzivym pohybem. Pro stanoveni DON se inkubuje (5 * 1) min., pro
stanoveni ZON/T-2 toxin se inkubuje (10 + 1) min; vobou pfipadech se inkubuje
pfi laboratorni teploté nebo v termostatu pii 22 °C.

Po inkubaci se obsah jamek razné¢ vyklepne do vylevky a zbytky tekutiny se odstrani
opatrnym klepnutim desticky n¢kolikrat do cistého ru¢niku (slozeny filtraéni papir
na buni¢iné apod.). Pomoci osmikandlové pipety (multistepperu) se vSechny jamky promyji
rovhomérne bud’ vodou, nebo promyvacim roztokem dle navodu vyrobce (250 ul/jamku).
Promyvani se opakuje jeste 2 x (DON), resp. 4 x (ZON/T-2 toxin).

Do kazdé jamky se ptida 100 pl substratu — chromogenu (hnédy uzavér), jemné se promicha
krouzivym pohybem. Pro stanoveni DON se necha se inkubovat (3 % 0,5) min, pro stanoveni
ZON/T-2 toxin (5 % 0,5) min; v obou ptipadech se inkubuje ve tmé& pii laboratorni teploté (20
— 25) °C nebo v termostatu pii 22 °C.

Do kazdé jamky se ptidd 100 pl stop cinidla — kyseliny sirové (Zluty uzéavér). Jemné
se promichd a zméfti se absorbance pii 450 nm. Po 5 min se absorbance zméti znovu. Reakce
se musi zméfit do10 min od ptidani stop ¢inidla.
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Hodnoceni testu

Kvantitativné se test hodnoti pomoci kalibra¢ni kiivky. Dle vyrobce diagnostického kitu jsou
mozné dva piistupy hodnoceni testu:

1.

Primérné hodnoty namétfenych absorbanci standardt (As) a vzorkd (Av) se déli
hodnotou absorbance nulového standardu (Ao) a nasobi 100 x. Nulovy standard ma
tak hodnotu odpovidajici 100 % a hodnoty ostatnich absorbanci se vyjadii
v procentech [As (Av) / Ao] x 100 = % absorbance. Hodnoty vypoctené pro standardy
se vynesou proti hodnotam koncentraci standardii stanovovaného mykotoxinu.
Koncentrace odpovidajici jednotlivym vzorkim se odectou z kalibra¢ni kiivky.

Pro standardy i vzorky se vypocte hodnota A podle: IA = log [A/(Ao-A)], kde A je
namétfend absorbance a Ao je absorbance nulového standardu. Na osu x se vynese
koncentrace a na osu y hodnoty IA. Koncentrace odpovidajici jednotlivym vzorkiim
se odectou z kalibra¢ni kiivky.

Poznamky

2

Pripadné necistoty v jamce — prach, bubliny nebo necistoty na spodni strané dna jamky
mohou zpuisobit falesné pozitivni vysledky. Je-li jamka kontaminovand, nelze vysledek pouZit,
v ostatnich pripadech se problém odstrani a provede nové meéreni.

Rozdilné absorbance paralelnich jamek mohou byt zpusobeny vihkosti spodni strany desticky
nebo Spatnym promichdanim obsahu jamek. Dno desticky je treba opatrné zespodu otiit
do suche, cisté latky a destickou opatrné zakrouzit a znovu zmérit.

Je naprosto nezbytné vypracovat presnou mapu kazdé desticky a béhem analyzy dbat, aby
nedoslo k zameéné vzorkil.

Literatura

Navod pro pouziti kitu: RIDASCREEN FAST DON, RIDASCREEN FAST T-2
TOXIN, RIDASCREEN FAST ZEARALENON, R-Biopharm AG, Darmstadt,
Némecko, 2017.
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