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Validace novych ELISA souprav na stanoveni obsahu

kaseinu a hoveziho serovéeho albuminu
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Vyzkumny Ustav potravinarsky Praha, v.v.i.
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V radmci projektu 2B06138 “Metody stanoveni alergennich slozek v potravindch” byly vyvinuty, validovdny a zkompletovdny 2 ELISA soupravy kompetitivniho E ;_- e

typu a jednotného formdtu na stanoveni mlééného kaseinu a hovéziho sérového albuminu. Obé soupravy budou slouzit ke stanoveni alergennich slozekv ~— “
potravindch, jak je poZadovdno Vyhldskou c. 101/2007 Sb., o zptsobu oznacovdni potravin a tabdkovych vyroku. Stanoveni pfitomnosti hovéziho sérového

albuminu muze slouZit i ke kontrole uvddéného sloZeni masnych vyrobka.

ELISA souprava pro stanoveni kaseinu
antigen — Casein from bovine milk, kat. ¢. C - 5890, Sigma - Aldrich

ELISA souprava kompetitivniho typu

Deska s vickem: 12 stript po 8 jamkach v ramecku, dodavatel Dialab, jamky jsou potazeny speci-
fickou polyklonalni protilatkou.

Standardy: 5 standardnich roztokd obsahujicich kasein s koncentracemi 0; 0,1; 0,3; 1,0 a 3,0 ug/m!
Kontrolni vzorky: 2 kontrolni vzorky s hodnotami obsahu kaseinu 0 a 0,5 ug/m!

Extrakeni pufr: pufr obsahuijici borat a stabilizatory

Biotinylovany kasein: roztok biotinylovaného kaseinu v pufru obsahujici fosfat a stabilizatory
Koncentrat konjugatu: koncentrat konjugatu HRP - STR ve fosfatovem pufru se stabilizatory
Chromogenni substrat TMB (tetramethylbenzidin)
Stop roztok: 2M kyselina chlorovodikova

Koncentraty pufrd na redeni konjugatu
Koncentrat promyvaciho roztoku: fosfatovy pufr s detergenty

Princip stanoveni
V jamkach desticky, které jsou pokryty specifickou protilatkou je smichan vzorek s kaseinem zna-
cenym biotinem, pri nasledne inkubaci dochazi k navazani kaseinu na stény jamek. Kasein ve vzor-
cich a biotinylovany kasein soutézi 0 omezeny pocet vazebnych mist na protilatce proti kaseinu.
Po inkubaci jsou jamky promyty a do jamek je pridan konjugat krenové peroxidazy se streptavidi-
nem (HRP-STR). Po nasledné inkubaci jsou jamky promyty a na jamkach navazana peroxidaza je
detekovana pridavkem chromogenniho substratu (TMB). Intenzita vznikleho zabarveni je nepri-
Mo Umerna koncentraci kaseinu ve standardech a vzorcich.

Priprava vzorku

Extrakce 1,0 g vzorku v 10 ml extrakcniho pufru po dobu 5 minut, za stalého trepani. Vzorky po-
travin obsahujici maso je nutné béhem extrakce ohrat na 70 °C. Extrakt je nasledné odstreden
a supernatant pouzit prfimo na stanoveni ELISA metodou.

Parametry soupravy — byly stanoveny a testovany
_Limit detekce 0,024 ug/ml 0,24 mag/kg
_Limit stanovitelnosti 0,130 pg/ml 1,3 mg/kg

Opakovatelnost: testovana ve stanoveni (nemlécné matrice byly kontaminovany pridavkem ka-
seinu a analyzovany ve 25 jamkach); vliv extrakce (5 nezavislych extrakci 2 potravin s prirozenym
obsahem kaseinu); mezi stanovenimi (nemlécné matrice byly kontaminovany pridavkem kasei-
nu, rozdeleny na alikvoty, skladovany pfi -25 °C a analyzovany v nekolika pokusech lisicich se po-
uzitymi slozkami soupravy)

Spravnost: standardni pridavek (nemlécné matrice byly kontaminovany pridavkem kaseinu na
2 hodnoty koncentrace a analyzovany); vliv redeni (vzorky obsahujici kasein byly fedény rozto-
kem nulového standardu a analyzovany

Testovani nulovych matric: analyzovana frada potravinovych nemlécnych matric pokryvajicich
zakladni suroviny pro vyrobu potravin (olej, cukr, mouka, vejce, ryby, maso, kakao, koreni)

Zatézové testy a testy stability: drift (sledovani viivu doby prodleni 10, 20, 30 a 40 minut v pi-
petovan(); tepelné zatéze standardu (teplota 8 °C a 37 °C po dobu 7, 14, 21 a 28 dni), konjugatu
(teplota 8 °C a 37 °C po dobu 5 a 8 dni) a biotinylovaného kaseinu (8 °C a 37 °C po dobu 3 a5
dni); celé soupravy (teplota 8 °C, -25 °C a 37 °C po dobu 4 a 7 dni); byl proveden test odparova-
ni kapalnych komponent soupravy (kapalné komponenty soupravy byly za laboratorni teploty
(18 - 25 °C) otevieny a ponechany stat po dobu 180 minut, po uplynuti doby bylo provedeno sta-
noveni a porovnani s referencni soupravou) a test preklopeni soupravy (vsechny kapalné kom-
ponenty v souprave byly preklopeny dnem vzhuru a takto skladovany po dobu 3 dnu pri teplotée
8 °C, po uplynuti doby bylo provedeno stanoveni spolu s referencni soupravou)

Bylo provedeno mezilaboratorni testovani (8 laboratori), souprava je komercné dostupna.
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ELISA souprava pro stanoveni hovéziho sérového albuminu
antigen - BSA - Serva kat. ¢. 11930, Aloumin bovine fraction V, pH 7.0

Provedeno testovani specifity vybrané protilatky — ovci, kozi, veprovy albumin — nedetekovana
zadna zkrizena reakce

ELISA souprava kompetitivhiho typu

Deska s vickem: 12 stripU po 8 jamkach v ramecku, dodavatel Dialab, jamky jsou potazeny speci-
fickou polyklonalni protilatkou.

Standardy: 5 standardnich roztokl BSA v pufru obsahujicim Tris a stabilizatory s koncentracemi 0;
0,3; 1,5,6,0 a 30 ug/mi

Kontrolni vzorky: 2 kontrolni vzorky s hodnotami 0 a 5 pg/mi
Koncentrat extrakcniho pufru: pufr obsahuijici Tris a stabilizatory

Koncentrat konjugatu: koncentrat konjugatu BSA s peroxidazou ve fosfatovem pufru se
stabilizatory

Chromogenni substrat TMB

Stop roztok: 2 M kyselina chlorovodikova

Pufr na redeni konjugatu: fostatovy pufr se stabilizatory
Koncentrat promyvaciho roztoku: fostatovy pufr s detergenty

Princip stanoveni

V jamkach desticky, které jsou pokryty komercni protilatkou, je smichan vzorek s konjugatem
BSA-HRP (horse radish peroxidase), pfi nasledné inkubaci dochazi k navazani BSA na stény jamek.
BSA ve vzorcich a BSA v konjugatu soutézi 0 omezeny pocet vazebnych mist na protilatce proti
BSA. Po nasledneé inkubaci jsou jamky promyty a na jamkach navazana peroxidaza je detekovana
orfidavkem chromogenniho substratu (TMB). Intenzita vzniklého zabarveni je nepfimo umeérna
koncentraci BSA v roztocich standardt a vzorcich.

Priprava vzorku

Extrakce 0,5 gramu pevného nebo 0,5 ml kapalného vzorku v 5 ml extrakéniho pufru. Extrakce
orobiha po dobu 30 minut za stalého trepani. Po skonceni extrakce je vzorek odstfeden po dobu
10 minut, supernatant je odebran primo na stanoveni ELISA metodou.

Parametry soupravy — byly stanoveny a testovany

0,020 ug/ml
0,370 pg/ml

0,2 mg/kg
3,7 mg/kg

Limit detekce
Limit stanovitelnosti

Opakovatelnost: testovana ve stanoveni (matrice bez prirozeneho obsahu BSA byly kontamino-
vany pridavkem BSA a analyzovany ve 25 jamkach); vliv extrakce (3 nezavislé extrakce 3 matric
s prirozenym obsahem BSA); mezi stanovenimi (3 matrice s prirozenym obsahem BSA byly ex-
trahovany, extrakt rozdelen na alikvoty, ktere byly skladovany pri -25 °C a analyzovany v pokusech
liSicich se pouzitymi slozkami soupravy)

Spravnost: standardni pridavek (matrice bez pritomnosti BSA byly kontaminovany definovanym
pridavkem BSA na 2 hodnoty a analyzovany); vliv fedéni (matrice obsahujici BSA byly fedeny ex-
trakénim pufrem a analyzovany)

Testovani nulovych matric: analyzovana rada potravinovych matric pokryvajicich zakladni suro-
viny, u kterych Ize predpokladat nulovy obsah BSA pro vyrobu potravin (olgj, cukr, mouka, ryze,
ovesné vlocky, dzus, pivo, horcice, ryby, maso veprové a kureci)

Zatézové testy: drift (sledovani vlivu doby prodleni 10, 20, 30 a 40 minut v pipetovani), vliv teplo-
ty inkubace na stanoveni BSA (testovan vliv teplot inkubace pri 18 °C, 22 °C, 25 °C a 37 °C), tepel-
né zatéze standardu (roztoky standardu byly rozdéleny na alikvoty a skladovany pri teplotach
8°Ca37°Cpodobu 7 14,21 a 28 dni a byly analyzovany, ostatni slozky soupravy byly skladovany
pri 8 °C); nakoutovanych desek (desky byly skladovany pfi teplotach 8 °C a 37 °C po dobu 7, 14,
21 a 28 dni a analyzovany); celé soupravy (skladovani pri teplotach 8 °C° -20 °C a 37 °C po dobu
4 a 7 dni); test odparovani kapalnych komponent soupravy (kapalné komponenty soupravy
byly za laboratorni teploty (18 - 25 °C) otevieny a ponechany stat po dobu 180 minut, po uplynuti
doby bylo provedeno stanoveni a porovnani s referencni soupravou) a test preklopeni soupra-
vy (vSechny kapalné komponenty v souprave byly preklopeny dnem vzhuru a takto skladovany
po dobu 3 dnu pri teploté 8 °C, po uplynuti doby bylo provedeno stanoveni spolu s referencni
soupravou)

Bylo provedeno mezilaboratorni testovani (8 laboratori), souprava je komercne dostupna.




