CH 8.5.b. Stanovenie aflatoxinu M; v mlieku a mlieénych vyrobkoch metédou ELISA

1. Povod metédy
Navod k ELISA suprave , Ridascreen Aflatoxin 30/15, Aflatoxin M ; distribator- firma Jemo

Trading spol.s.r.o.

2. Princip metody

Zakladom testu je reakcia antigén a protilatky. Jamky mikrotitra¢nej platnicky st pokryté so
Specialnymi protilatkami na aflatoxin Mj. Po pridani Standardu aflatoxinu M; alebo roztoku
vzorky sa po premyti prida enzymovy konjugat. Volny aflatoxin M; a aflatoxin M; z
enzymového konjugatu sutazia o protilatky viazice miesta (kompetitivna enzymova
imunoskuska). Neviazany enzymovy konjugdt sa potom odstrani premyvanim. Enzymovy
substrat (peroxid mocoviny) a chromogén (tetrametylbenzidin) sa pridaji do jamiek a
inkubuju. Naviazany enzymovy konjugat zmeni bezfarebny chromogén na modry produkt.
Pridanie zastavovacieho roztoku sposobi zmenu farby z modrej na zIti. Meria sa pri 450nm

Absorbancia je nepriamo umerna koncentracii aflatoxinu M vo vzorke.

3.Pouzité pristroje
Elisa reader

mixeér

trepacka

centrifuga

vodna lazen

4.Zoznam chemikalii

kit Elisa

hexan

metanol

n-heptan

dichlormetan

PBS pufer pH 7,2 (0,55g NaH,PO,4 xH,0+2,85g Na,HPO4 x2H,0+9g NaCl a doplnitdo 1000

ml destilovanou vodou).



5. Priprava Standardov a pracovnych roztokov

Standardné roztoky aflatoxinu Mj: 0; 5; 10; 20; 40; 80 ppt aflatoxinu M; vV mlie¢nom puffi.

Enzymovy konjugat aflatoxinu Mj:

Dodava sa ako koncentrat. Ked'ze zriedeny konjugat ma limitovanu stabilitu, je nutné
pripravit’ len potrebné mnozstvo. Pred pipetovanim enzymovy konjugat jemne premiesat’. Pri
rekonstitacii zriedit’ enzymovy konjugat v pomere 1:11 pufrom 2.

Premyvaci pufer:

Kit obsahuje bali¢ek s pufrovacou sol'ou. Jedno vrecko sa rozpusti v jednom litri destilovanej

vody. Pripraveny pufer expiruje po 4 tyzdiioch ak je skladovany pri 2-8°C.

6.Priprava vzoriek

Mlieko

Vzorky mlieka odtuénit’ odstredenim 3500g/ 10 min. pri 10°C. Ak nie je k dispozicii chladena
centrifiiga, ochladit’ vzorku pred centrifugiciou na 10°C. Po odstredeni kompletne odstranit’
pasterovou pipetou vrchni tukovl vrstvu. Odstredené mlieko t.j. odtuneny supernatant
aplikovat priamo do jamky (100ul).

Susené mlieko

Navazit’ 10g susen¢ho mlieka do banky a doplnit’ destilovanou vodou do 100ml (rekonstiticia
mlieka). Rozpustit mieSanim 5 minat. Pokracovat’ v priprave mlieka podla postupu na
mlieko.

Syr

Reprezentanu vzorku syra rozmixovat v mixéri bez pridania extrakéného roztoku.(ak ide
0 plesiiovy syr, odstranit’ povrch, ktory moze sposobit’ interferencie s testovacim systémom).
Do centrifugacnej skimavky navazit 2g zomletej vzorky syra. Pridat’ 40ml dichlormetanu
a extrahovat’ mieSanim / trepanim 15 min. na trepacke. Suspenziu prefiltrovat, odparit’ 10ml
extraktu pri 60°C pod slabym pradom dusika. Olejovy zvysok rozpustit v 0,5ml metanolu,
O,5ml PBS pufru a 1ml heptanu a dobre premiesat’. Centrifugovat’ 15 min. pri 27000t./min.
Dokladne odstranit’ vrchni heptanovi vrstvu. Pasterovou pipetou opatrne a dokladne
odpipetovat’ spodnu vrstvu z metanolovo—vodnej fazy.

Odpipetovat’ 100ul z tohto odpipetovaného mnozstva (spodna vrstva) a pridat’ 400ul pufru
a na analyzu pouzit’ 100ul.

Pozn.: ak je potrebné d’alSie riedenie, pouzite pufer 1 / metanol



7.Podmienky stanovenia

Elisa kit musi byt skladovany pri teplote +4 do +8°C v tmavom prostredi. Dodrziavat’ dobu
expiracie uvedenu V kite. Zlozenie kitu podl'a prilozeného nédvodu. Pred zacatim prace s kitom
vSetky zlozky stipravy mali by dosiahnut’ izbov teplotu.

Reprodukovatelnost’ kazdej Elisa je zavislé na doslednosti, s akou st jamky premyvané.

Pocas inkubdacie nevystavovat’ platnicku priamemu slnku.

8.Meranie

Do jamiek mikrotitranej platni¢ky napipetovat’ 100ul Standardov a vzoriek. Jamky jemne
premiesat’ kyvanim platnicky a v tme pri izbovej teplote inkubovat’ 30 minut. Vyliat' obsah
jamiek a platnicku premyt’ 3x premyvacim pufrom. Platni¢ku dobre vysusSit’ vyklepanim na
filtra¢ny papier. Pridat’ 100ul zriedeného enzymového konjugatu. Rucénym kyvanim
premiesat’ platnicku. Inkubovat’ v tme 15 minat pri izbovej teplote. Vyliat' obsah jamiek
a platnicku premyt’ 3x premyvacim pufrom. Platni¢ku dobre vysusit’ vyklepanim na filtracny
papier. Do kazdej jamky pridat’ 100ul substratu (chromogén). Ruénym kyvanim premiesat’
platnicku. Inkubovat’ 15 minut v tme pri izbovej teplote. Do kazdej jamky pridat’ 100ul
zastavovacieho roztoku. Ruénym kyvanim premieSat’ platnicku. Zmerat' absorbanciu pri

450nm Vv porovnani s blankom. Od¢itat’ do 1 hodiny po pridani zastavovacieho roztoku.

9.Kalibracia a vyhodnotenie
Priemerné hodnoty absorbancii $tandardov a vzoriek sa vydelia absorbanciou prvého
Standardu (nulového Standardu) a vynasobia 100. Nulovy Standard predstavuje tak 100%

a absorbac¢né hodnoty sa vyjadria v percentach.

absorbancia Standardu ( vzorky) x 100
= % absorbancie

absorbancia nulového $tandardu

Vypocitané hodnoty Standardov sa zaznaCia na semilogaritmicky papier v zavislosti od
koncentracie aflatoxinu M; (ng/l). Kalibra¢na krivka by mala byt linearna medzi hodnotami
10-40ng/l (ppt). Koncentracia aflatoxinu M; Vv ng/l koreSponduje s absorbanciou vzoriek
amodze sa odcitat’ z kalibracnej krivky. Ziskané hodnoty koncentracie aflatoxinu M; vo
vzorkéch v ng/l, musia byt’ vyndsobené prislusnym zriedovacim faktorom. MoZno pouzit’ aj

softwar s nastavenim prislusnych hodnét. (podla kitu).



Citlivost’:

Priemerny spodny detek¢ny limit je 5 ng/l (ppt).

Podl'a vyrobcu je detekény limit pre mlieko a suSené mlieko 5 ng/l (ppt) a pre syr 50 ng/l
(ppY).

Specificita:
Bola stanovend analyzovanim krizovej reaktivity prislusnych mykotoxinov.
krizova reaktivita: aflatoxin My..........ooeuveeee. 100%

aflatoxin Mo........covvvvnnnnn. 30%

Neboli zistené ziadne krizové reakcie s aflatoxinami B By, G1, Go.

Reprodukovatel’nost’:

Presnost’ série bola ur€ovand pomocou vysledkov troch nezavislych experimentov. Varia¢né
koeficienty (%cv), ktoré boli ziskané z absorbénych hodnét Standardov, si v zavislosti
prislusnych koncentracii aflatoxinu Mj.

Varia¢né koeficienty su prili§ nizke v porovnani s celym rozsahom, z ¢oho vyplyva vysoka

reprodukovatel’nost’ vysledkov

Vytaznost’:
Vytaznost' spikovaného plnotuéného mlieka (10-80ppt) je priblizne 95% a priemerné
variané koeficienty st 15%.V pripade syra, je vytaznost priblizne 102% a priemerné

variacné koeficienty su priblizne 11 %.



