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MIKROBIOLOGIA POTRAVIN

Detekcia vybranych mikroorganizmov v potravinach pomocou pristroja
VIDAS

1. Uvod

Vidas Campylobacter

- je automatizovany kvalitativny test na pouzitie na pristroji VIDAS/miniVIDAS na
detekciu campylobakterov vo vzorkach potravin a vzorkach odobratych z prostredia
pouzitim ELFA techniky.

Vidas E.coli 0157

- je automatizovany kvalitativny test na pouzitie na pristroji VIDAS/miniVIDAS na
detekciu E.coli 0157 vo vzorkach potravin a vzorkach odobratych z prostredia pouZzitim
ELFA techniky.

Vidas Salmonella

- je automatizovany kvalitativny test na pouzitie na pristroji VIDAS/miniVIDAS na
detekciu salmonel vo vzorkach potravin a vzorkach odobratych z prostredia pouzitim
ELFA techniky.

Vidas Listeria monocytogenes

- je automatizovany kvalitativny test na pouzitie na pristroji VIDAS/miniVIDAS na
Specificky dokaz Listeria monocytogenes Vv potravinach a vzorkach z prostredia pouZzitim
ELFA techniky.

2. Princip metody

VIDAS® je enzymova fluorescencnd imunoanalyza (ELFA) ktord sa vykondva na
automatizovanom pristroji VIDAS/miniVIDAS k Specifickej detekcii jednotlivych druhov
mikroorganizmov, resp. ich toxinov. Nadobka pevnej fazy (Solid Phase Receptacle SPR®)
sluzi jednak ako faza pevna a zaroven aj ako pipetovacie zariadenie. Vnutro SPR® je pokryté
Specifickymi protilatkami proti antigénom jednotlivych druhov mikroorganizmov, resp. ich
toxinom. Cinidl4 na stanovenie su pripravené na pouzitie a dodané v uzavretych reagenénych
stripoch. VSetky kroky testu prebiehaju automaticky na pristroji. Reakéné médium je
cyklované dnu a von z SPR® niekol’ko krat. Cast’ extraktu sa naviaZze na vnutro reagenéného
pruzku. Pritomné antigény v extrakte sa pocas analyzy navdzuju na protilatky, imobilizované
na stendch SPR®. Nenaviazané komponenty sa odstraiiuju premyvacimi krokmi. Sekundarne
protilatky konjugované s alkalickou fosfatazou /konjugat/ cykluju do avon z SPR®
a navdzuju sa na antigény mikroorganizmov/toxiny, ktoré sa v prvom kroku uz naviazali na




protilatky na stenach SPR®. Posledny krok premyvania odstrani nespotrebovany konjugat.
Pocas zéverecného kroku detekcie je do avon z SPR® vpravovany substrat (4-
metylumbelliferylfosfat). Konjugatovy enzym /alkalickd fosfataza/ katalyzuje hydrolyzu
substratu na fluorescen¢ény produkt (4- metylumbelliferon), ktorého fluorescencia sa meria pri
450nm. Na konci testu pristroj vysledky automaticky vyhodnoti. Pre kazdu vzorku sa
vygeneruje testovana hodnota TV, ktord sa porovnava s ulozenymi Standardmi (hrani¢énymi
hodnotami) a jej interpretacia (pozitivne / negativne).

3. Material a chemikalie

3.1 VIDAS suprava

Obsah supravy VIDAS® 30 testov

30 pruzkov STR | Pripravené k priamemu pouZitiu
30 SPR ® SPR Pripravené k priamemu pouZitiu

Vniitro SPR je pokryté Specifickymi protilatkami
1x Standard (6ml) S1 Pripravené k priamemu pouZitiu

Interval spoPahlivosti je vyznaceny na MLE karte po
nasledujicej poznamke ,,Standard S1 RFV Range*

Pozitivna kontrola | C1 Pripravené k priamemu pouZitiu

(6ml) Interval spolahlivosti je vyzna¢eny na MLE karte po
nasledujucej poznamke ,,Control C1 (+) Test Value
Range*

Negativna kontrola | C2 Pripravené k priamemu pouZitiu

(6ml) NajvysSia pripustna hodnota je vyznafena na MLE
karte po nasledujucej poznamke ,,Control C2 (-) Test
Value Range*

1 MLE Kkarta /Master Lot | Specifikaény harok, obsahujici kalibraéné udaje
Entry, Zadanie hlavnej Sarze/ vyrobcu potrebné pre kalibraciu testu.

1 informacia pre uZivatel’a

Strip pozostava z jamiek potiahnutych foliovym uziverom. Potla¢ obsahuje ciarovy kod,
ktory uvadza typ testu, Cislo Sarze a datum expiracie. Folia prvej jamky je perforovand, ¢o
ulahCuje zavedenie vzorky. Poslednd jamka je kyveta, v ktorej sa prevedie fluorometrické
odc¢itanie. Jamky v strednej Casti stripu obsahuji r6zne ¢inidla potrebné na stanovenie.
VIDAS sety sa skladuju pri teplote 2-8°C, ¢inidla nezmrazovat. Vsetky nespotrebované
¢inidla skladovat’ pri teplote 2-8°C. Po otvoreni kitu skontrolovat, ¢i je puzdro SPR spravne
uzatvorené a nepoSkodené. Ak to tak nie je, nepouzivat! Puzdro po pouZiti uzavriet
S desikantom vo vnutri a vratit’ kompletny kit do prostredia 2-8°C.

3.2 Kultiva¢né média

3.2.1. Campylobacter

3.3.1.1. Tekuté kultivaéné médium — Boltonovo tekuté médium
ZloZenie a priprava jednotlivych médii vid’ STN EN ISO 10272-1.

3.2.2. E.coli O157




3.3.2.1.Médium pre selektivne mnozenie — pufrovana peptonova voda (vid STN EN ISO
6579) + vankomycin (8mg/l) — vSetky potravinové produkty okrem surového misa,
surového mlieka a syrov zo surového mlieka, a surovej zeleniny

3.3.2.2. Médium pre selektivne mnozenie — pufrovand peptonova voda + vankomycin (8mg/1)
+ cefixim (0,05mg/1) + cefsulodin (10mg/l) — vzorky surového mlieka, syrov zo surového
mlieka, kimne produkty a vzorky z vyrobného prostredia

3.3.2.3. Médium pre selektivne mnozenie — pufrovana peptonova voda + vankomycin (8mg/1)
- surova zelenina

3.2.3. Salmonella

3.3.3.1.Médium na neselektivne pomnozenie — tlmiva peptonova voda

3.3.3.2. Prvé selektivne pomnoZzovacie médium — Rappaport — Vassiliadis medium so s6jou
(RVS médium)

3.3.3.3. Druhé selektivne pomnozovacic médium — Muller-Kauffman s novobiocinom
(MKTT)

Zlozenie a priprava jednotlivych médii vid’ STN EN ISO 6579.

3.2.4. Listeria monocytogenes

3.3.4.1. Selektivne médium na primarne mnoZenie so zniZenou koncentraciou selektivneho
¢inidla: polovi¢né Fraserovo tekuté médium

3.3.4.2. Selektivne médium na sekunddrne mnoZenie s plnou koncentraciou selektivneho
¢inidla (Fraserovo tekuté médium)

Zlozenie a priprava jednotlivych médii vid’ STN EN ISO 11290-1.

4. Pristroje a pomocky

1. mixér, homogenizator (turrax/stomacher)

2. laboratorne sklo (lievik, kadicka, vialka ...)

3. Vidas/miniVidas reader

5. automatické a sklenené pipety

6. autoklav

7. suSicka s teplotou 37°C a 55°C

8. termostat s teplotou 37+/-1°C

9. termostat s teplotou 41,5+/-1°C

10. vodné kupele s teplotou 44-47°C

11. vodny kupel s teplotou 37+/-1°C

12. sterilné kl'u€ky s priemerom 3 mm alebo 10ul alebo sterilné pipety
13. delené pipety alebo automatické pipety s vel'kostou 10ml a 1 ml delené po 0,5 ml a 0,1ml
14. Petriho misky — priemer 90-100 mm alebo véésie (priemer 140 mm)
15. $picky typu Micro-La-Steper sterilné 2,5 ml

16. pH papieriky

5. Priprava vzorky

5.1 Campylobacter
1. Vsetky typy potravin: asepticky pridat’ 25g/ml vzorky do 225 ml bujénu



2.

3.

Inkubovat’ pri teplote 37+/-1°C 4 — 6 h, potom pri 41,5 °C +/-1°C 44 h +/ 4 h za
mikroaerofilnych podmienok.

Po inkubacii preniest 1- 2 ml pomnozovacieho bujéonu do skimavky a 15+/-1 min.
zahrievat’ pri teplote 95-100°C vo vodnom kupeli. Skiimavky ochladit’ na izbovu teplotu
a opatrne premiesat’ pomocou vortexu na rozrusenie vytvorenej zrazeniny.

0,5 ml preniest’ do stripu s ¢inidlami VIDAS CAM. Zvys$né mnozstvo bujonu uchovat’ pri
teplote 2-8°C na potvrdenie pozitivnych vysledkov testu. Potvrdenie sa vykona
kultiva¢ne, pripadne PCR metdédami.

5.2 E.coli O157:

1. Pufrovanu pepténova vodu predhriat’ na 41,5 +/-1°C

2. Sterilne vlozit’ 25g alebo 25ml vzorky do zasobného vrecka

3. Premiesat’ a inkubovat’ 8hod. pri 41+/-1°C a potom d’alsich 12-18h

4. Po inkubdacii homogenizovat’ a preniest’ Iml bujonu do skimavky, ohrievat’ vo vodnom

oo

kuapeli pri 95-100°C pocas 5+/-1 min.
Nechat’ vychladnuat’ a uskuto¢nit’ VIDAS test
Zvysok bujonu uskladnit’ pri 2-8°C pre potvrdenie pozitivnych vysledkov

5.3 Salmonella:

1.

Predbezné pomnozenie: asepticky pridat’ 25g/ml vzorky do 225ml timivej peptonovej
vody alebo jeden objem vzorky do deviatich objemov pomnoZovacieho bujonu.
Inkubovat’ 16-20 hod. pri 37+/-1°C.

Pozn. : mlieko v prasku — na Uplné rozpustenie pridat’ peptonova vodu, nechat’ 30 min.
pri izbovej teplote, aby pred inkubaciou doslo k rehydratacii.

Pomnozenie: po inkubdcii preniest 1 ml suspenzie do 10ml Muller-Kauffman bujonu
s novobiocinom (MKTTn). Inkubovat’ 6-8 hod. pri teplote 37+/-1°C. Subezne preniest’
0,1ml suspenzie do 10ml Rappaport Vassiliadis Soy bujon (RVS). Inkubovat’ 6-8 hod. pri
41,5+/-1°C. Zvysny MKTTn aj RVS nechat’ doinkubovat’ podla platnej normy.

Nasledné pomnozenie: po inkubacii preniest’ 0,Iml bujonu MKTTn do 10ml M bujénu
(komercne pripravovany). Do d’alSicho M bujonu preniest’ 1ml bujonu RVS. Inkubovat
oba M bujony 16-20 hod. pri teplote 41,5+/-1°C. Po inkubacii kazdy M bujon premiesat’
a z kazdého preniest’ 1 ml do spolo¢nej skamavky. Uzatvorit' a 15+/-1 min. zahrievat’ vo
vodnom kupeli pri teplote 95-100°C. Nechat' vychladntt’ a vykonat’ Vidas test. Bujony
MKTTn a RVS uchovat pri 2-8°C na pripadné potvrdenie.

5.4 Listeria monocytogenes:

1.

2.
3.

4.
5.

Vietky typy vzoriek vrdtane vzoriek z prostredia: asepticky pridat’ 25g/ml vzorky do
225ml poloviéného Fraseroho bujonu.

Premiesat’ a inkubovat’ 24-26 hod. pri 30+/-1°C.

Po inkubaécii premiesat’ a premiestnit’ 1ml suspenzie do 10ml koncentrované¢ho Fraserovho
média. Inkubovat’ 24-26 hod. pri 30+/-1°C.

Mlieko: asepticky pridat’ 25ml surového mlieka do 225ml Frasera

Premiesat’ a inkubovat’ 22-24 hod. pri 37+/-1°C.

Pozn.: neohriaty pomnoZeny bujon mézZe byt skladovany 48 hod. pri 2-8°C pred
uskutocnenim testu VIDAS. Potvrdzovanie treba zacat’ do 48 hod. po ukonceni



inkubacie. Potvrdenie pozitivnych vysledkov VIDAS sa vykonava Kkultivacne, prip.
metodami PCR.

6. Postup VIDAS testu

6.1 Navod na pouzitie
Pre uplné inStrukcie pozriet’ prirucku pre pouZivatela VIDAS® alebo mini VIDAS®.

6.1.1 Zapis kmeriovych udajov

Pred pouzitim kazdej novej série reagencii sa musi do pamiti zariadenia (VIDAS®, alebo
mini-VIDAS®) ulozit’ $pecifikacia (alebo vyrobcove udaje kalibrac¢nej krivky) s pouzitim
karty kmenovych tdajov o sérii (MLE) (Specifikatny harok), ktora je stcastou kazdej
supravy. Ak tato operacia neprebehne pred zaciatkom testovania, nebude moct’ pristroj
vysledky testu vyhodnotit. Kmenové udaje o sérii mézu byt’ zapisané len raz pre kazdu sériu.
Udaje je mozné vlozit’ automaticky s pouzitim karty MLE, alebo manualne.

6.1.2 Kalibrdacia

Kalibréciu, s pouzitim Standardu, ktory je sucastou stpravy, je potrebné previest’ po prevzati
novej série reagencii potom, ako boli do pamaiti ulozené kmenové udaje série. Kalibracia by
nasledovne mala byt’ vykonana kazdych 14 dni. Tato operdcia poskytuje kalibraéné krivky
Specifické pre zariadenie a vyrovnava mensie mozné odchylky v signali testu pocas
skladovania stpravy.

Standard, identifikovany ako S1, musi byt testovany Vv duplikatoch (vid® Prirucku
pouzivatela). Standardnd hodnota sa musi nachddzat v ramci stanoveného rozpitia RFV
(Relative Fluorescence Value). Ak tomu tak nie je, treba rekalibrovat’.

6.2 Postup analyzy

1. Z chladni¢ky vybrat’ pozadovany pocet testovacich pruzkov, SPR a reagencii a nechat
aspon 30 min. ohriat’ pri izbovej teplote.

2. Stripy a SPR vlozit’ do polohy, ktoré zodpovedaji vyznacenej sekcii.

3. Do pristroja zadat' Ccisla testovanych vzoriek, Standardy a kontroly na prislusnych
poziciach jednotlivych sekcii.

4. Standard, kontroly a pripravené vzorky pred pouZitim zamiesat. Napipetovat’ presne 0,5
ml Standardu S1 v duplikatoch /2 stripy/, C1, C2 kontroly /ak sa uskuto¢iiuje kalibracia/
a pripravenych vzoriek.

5. Stanovenie zacat’ podl'a pokynov v manuali. VSetky kroky vykoné pristroj automaticky.
Stanovenie trva do 70 min, v pripade ECPT E. coli 0157 50 minut.

6. Pouzité SPR a stripy zlikvidovat’ a pristroj vydezinfikovat'.

Postupuje sa podla aktuilneho manualu dodaného vzdy s testovacou stupravou!

7. Vysledky a interpretacia

Po ukonceni testu sa vysledky automaticky analyzuju na pocita¢i. Fluorescencia sa meria
dvakrat v kyvete reagen¢ného prazku pre kazdu testovanu vzorku. Prvé od¢itanie je odcitanie
pozadia kyvety substratu pred zavedenim SPR® do substratu.

Druhé od¢itanie sa prevadza po inkubdcii substratu s enzymom, ktory ostal na vnatornej stene
SPR®. RFV sa vypocitava od¢itanim hodnoty pozadia od kone¢ného vysledku. Tento vypocet
sa zapiSe do vysledkového harku.



RFV ziskana pre kazdu vzorku je interpretovand VIDAS® systémom nasledovne:

RFV vzorky
= hodnota testu TV /test value/

Standardna RFV
7.1 Prahové hranice a interpretacie

Hodnota hranice testu - Interpretacia

< X Negativny

> X Pozitivny

X — prahova hodnota pre konkrétny test /E. coli, Campylobacter,.../

Tlaceny vypis zahfna:

* typ vykonaného testu,

» identifikéciu vzorky,

 datum a Cas,

* ¢islo Sarze a datum expirdcie sipravy,

* RVF, Testovl hodnotu a interpretaciu vysledku pre kazda vzorku.

Vysledok s testovou hodnotou nizSou ako hrani¢na hodnota sved¢i o tom, Ze vzorka
neobsahuje antigén, alebo obsahuje stanovovany antigén v koncentracii nizsej ako je detekény
limit.

Vysledok s hodnotou testu vySSou alebo rovnajucou sa hrani¢nej hodnote indikuje vzorku
kontaminovanu antigénom. V takomto pripade si pozrite prislusna cast’ “Potvrdenie
pozitivnych vysledkov™.

Neplatné vysledky st zaznamenané:

* ak je hodnota pozadia nad vopred stanovenou hranicou (¢o indikuje kontaminaciu substratu
nizkeho stupiia).V tomto pripade analyzu opakujte so zahriatym bujénom

alebo s pouzitou reagenciou (S1, C1 alebo C2).

* ak pre Cislo SarZe pruzku stanovenia vzorky nie je k dispozicii Standard.

V tomto pripade otestujte Standardu dvojmo v prazkoch s rovnakym cislom SarZe, ako ma
neplatny test vzorky. Vysledok stanovenia vzorky sa potom moZze prepocitat’

pomocou novoulozenej §tandardy. Uplné informéacie najdete v Prirucke pouzivatela
VIDAS®.

7.2 Interpretacia vysledkov:

Hrani¢na | Negativny | Pozitivny
TEST hodnota | vysledok | vysledok
Campylobacter 0.10 <0.10 =0.10
E.coli O 157 0.04 <0.04 =0.04
Salmonella 0.23 <0.23 =0.23
Listeria monocytogenes 0.05 <0.05 20.05

Vytlaci sa sprava, ktord zaznamenava typ testu, identifikaciu vzorky, datum a €as, ¢islo série
a datum expiracie supravy a RFV kazdej vzorky, hodnotu testu a interpretovany vysledok.

Poznamka:
- Kit VIDAS CAM detekuje tri patogénne druhy: Campylobacter jejuni, coli, lari.



- Kit VIDAS Salmonella detekuje pohyblivé aj nepohyblivé salmonely, vratane sérotypov
Typhi a Paratyphi. Pomocou testu Vidas bolo testovanych a detekovanych viac ako 300
kmenov pokryvajacich hlavné O a H antigény

- testy umoziuju ziskat’ vysledok skor ako klasické kultivaéné metddy

- je alternativnou, podpornou metdédou ku Specifickym STN ISO

- KIT VIDAS® ECPT detekuje pohyblivé ako aj nepohyblivé kmene E. coli O157.
Upozorfiuje uzivatela na mozna pritomnost’ E. coli O157:H7 a zamera na fiu pozornost’
pripotvrdzovacich testoch. Detekény limit: detekény limit sa pohybuje v rozhrani 8 X 10% az 8
x 10° CFU/mI.

9. Kontrola kvality

V kazdej suprave VIDAS® sa nachddza jedna pozitivna a jedna negativna kontrola.

Tieto kontroly musia byt’ vykonané ihned” po otvoreni novej stipravy, aby sa zabezpecilo, ze
vlastnosti reagencii neboli zmenené. Kazdd kalibracia musi byt skontrolovana pouzitim
tychto kontrol. Pristroj je schopny skontrolovat’ kontrolné hodnoty len ak st oznacené ako C1
a C2. Vysledky nemo6zu byt potvrdené, ak sa kontrolné hodnoty odchyluju od rozmedzia
ocakavanych hodnot.
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