SET-RPLA KIT para DETECCION de TOXIMAS Codigo; TDOS0)

Eit para dptecaidn 08 enterodomnal
A8 CdeeSra.ul‘-yﬁxm:u; £n TWESIFAS O alvrenios o fltrados de cLltivos por aglurinacion
ha Meex e fase reveria

INTRODLUICCIGN
Las infruicacionss alimentana esaflomccas estan causadas oor k3 ingestian de aimentos
contaminades oon entenaboxinas producidas dusante el crecimiento de dertas cepas de
Staphyiorocous sarews. 58 nan publicads varics informes sobee 13 utiidad de b aglulinacian de
fatex en Tase roversa (RFLAL - 13 béonica o la aghainacion de [tex en late revensa {RPLA)
capacia a los antigenos solubles 13kes coma las 1oxinas bacterianas, & ser detecados medante un
ensayn de aglutinagicn,

En un ensayn de aglutinacion estandar, los anficuerpos SohUGIES Meacconan Con los antigenas
partiouladas takes como las células bacterianas, Mo obstante, en un ersaye de aglitnadon en fase
REVERSA, ks anticuerpos que estan unicas a particulas, reaccionan con el antigeno soluble, Las
particulas (en esie £aso ef Litex) no juegan pov 51 mismas parle en la reacdion y san por tanto
PASIVAS. El entramade  de las particulas de Wiex por b reaccion especiica antigenodanticuerpa
da como resultado una reaccan visible de AGLUTINACION DE LATEX.

El kit SET-RFLA esta basacks en los informes de Shirgaki er af y Dda er al® Fué deserrollado bejo
L normnas del Tokyo Metropolitan Research Laboralery of Public Health,

El kit SET-RFLA puedse utilizarse para deteckar enierolorine extafilocdcicas en una gran vasiecad
de alimentod y dar un resultade semi-ruantiativo. La prieba puede usarse tambeen para
pemasirar la produccdn de emerloxng en sdlados 5 auneus credendo en cultvos.

Dehe natarse que s han ssdads estalilocoms coagulasa-negatwes en inoxicaciones alimentanias
Que tammien producen enlercdouinas. 5

PRINCIFIOS DEL ENSAYD
Las particulas de pobestirena se sensibllizan con aniswem purificada obienido de conejos,
inmunzades individualmente con enterolasings A, B, € y [ de estafioooco purificadas. Esta
particulas de latex aghutinardn en presenca de la comespondente eriteroloxng, Se proporciona
Ui Feactive de controd gue consisie en particulas de lases sensibilizadas con globulinas de conejo
mo inmure. La proeeba se lleva a caba en placas de macregitulanan con poollos en ™", S& hacen
diluciones del extracio del alirenta o del filtrado de cultivo en cinco filas de pocillos, se atade un
wolumen de la susperdion de Miex apropiada a cada podllo y se mezcla el contenido. S las
enterpicmnas A, B, C o [ estan presertes, se da la aglutinacdn, resultando en la formacion de
una estruciura lednosa que, Tras sedimentar, omma una capa dilusa sobse 1s bie del pocilla. Si
lad erilernbomings eslafilooCicas e1ldn AUSENIRS O 3 UNd CONCRNLECKN o7 dabain del nivel de
detecgitn del ensayo, no se podrd fomar tal estructura lechosa y, por tanio. ko que se obsenard
serd un depdiitd Comgacta,

El diuyente seminstrade contiene hexametafostate stdico, el cual ha sdo descrilo gue reduce |
ncidencia de las rescciones no especifcas con los componentes de Las matnoes alimeniands®

PRECAUCIONES
Este producio s para uso diagnastion i v exchsivamente,
Na congelar,
Mo intercamiiar reactives de diferentes nomenas de kate.
Los reactivos y el diluyente consenen 0,1% de azida sddia coma Conservante, La azida sodca
puede reaccipnar con &l plomo o cobre oe las bubedas y producr azioks mericas que 5on
EApADSivES pOr contacto detonante, Fara prevenir la aowmulacadn ge azdas en e sstema de
unerias, dejar oormer abundanie agua por la pila nmedatamente despuss de desechar los
FEFCIMDS QUE |35 Conlienen.

CONSERVACION
El kit SET-AFLA, detoe conservane a 2-8% C. Bajo estas condickones 105 reactivos mantendrin su
actividad hasia la fecha que figura en la caja del kit, Tras su reconstrucitn, ks conbnok de
enleroboxing deben consenvarse a 2-B°C. Bayo estas condhoiones o controles de erileroiouing
reconstiuidos retendran su actvidsd durante 3 meses, & hasta la fecha que figue en la caja del
kit, k& Gue Sea antes.

PREPARACION DE LA MUESTRA
1. Matrices Alimentarias

1.1 Se pueden analizar una amplia varedad de simentas para ensayar enierosouinas
estalilecdcicas; o procedimients de extraccion pueds, No ohSane, requerir
algunasmadificacianes para algunos alimentos particulares. £l prircipal requerimiemio es
ohtener uw extradio ro furbio y libre de grasa. Un bap factor de dducion es desealle para
una sermibilidad dptima, pero & s naturalezs del alimento dicta una dilugicn mayor
durante la extrsccibn, by seniibilidsd resultard reducida.

1.2 Para consequir una mueilra representativa de un lote, se recogen parciones de 10 g de
diferentes lacabzacones del lote. (ver & plan de muestrecs de T.RL, US.DA o
equivalentes).

Fi Filtrados de Culive
Los estafiococos de fugntes clinicas o bien de matrces afmenterias, pueden recolectarse &
igentificarse por medio de téonicas adecuadas y descritas en los libros detesto estandar,

METOD-G DE USD
Materlal requerido pem no suministrado
Homagenization
Placas de microtiulackn (podlios en "™y 1apas
Pigetas fjas o variables y puntas (2504)
Centrifuga capazr de generar 900g (habilualmente 300 rpm en una <entrifugs de mesa
pequania)
Unidad de filtracitn de membrana con filtros desechainles de baja capacidad de union 3
prateinas y con un tamato de poro de 0,2em-045um {iakes como Millpore SLGV)
Caldo Tristona Sova (CM 125
Soludtn de donrg stdioo (0,85%)
Soluadn de hipocloro stdio (=1.3% pik
Goteader de 250 {oDCuonal
Diludor de 25p0 fopcianaly
Micromezclador (apcicnal)
Caja hiimeda (apoionall

2. Componentes del Kit

TD901 Latex sensibilizado con anti-enterctoxin A. Suipenddn de 1dlex sensibilizads con
anticugrpos especicos gl de conejol frente a enteratoxing estalilococica &

TOHIE Latex sensibilizado con antl-enterstonin B. Suspenssdn oe latex sensblizado con
antiouerpas especficos 195 de conejal frente a enteratoxing estafilocdcica B.

TD202 Litex sensibilizado con anti-enterotonin C. Suspersitn de litex Sersbiizadn oon
anticuerpos espedfoos Igh de conego} frente 3 enterpioming estaflooodica ©

TS0 Latex sensibilizado con anti-enterotoxin D. Suspersion de l3es sersbilzada can
anlicuerpos especiicas (gG de coneje) frente & erderotoring edtafiloodccs O

TDA05 Latex contrel, Suspension de lasex sensiblizada con globulinas de conejo no inmungs.

TOADE Control de enterotodina A estafilocboica,

TOH0T Control de enterotoxina B estafilocdcica,

TOO0E Control de enterotoxing C estafilocdcica.

TDS02 Control de enterotoxing D estafilocdcica.

TO810 Diluyenta. Tamadn fasfsin saling que contene aliming de wen bovino y
hexametafosiato sodica,

Folleto de Instrucciomes

3. Extaccion o Produccion de Toxina

31 Mazclar 10 g de muesira con 10 ml de solucon de domng stdico 10,65%) & un
mezclsdor 1 homogenizador.
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Centrifugar la muestra mezclada a 900g a 4°C durante 30 minutos.

5i no se dispone de centrifuga refrigerada, enfriar la muestra a 4°C antes de |a
centrifugacion.

Filtrar el sobrenadante a través de un filtro de membrana de 0,2mm-0,45mm y baja unidn
a proteinas. Retener el filtrado para ensayar el contenido en toxinas.

Inocular el microorganismo aislade en Caldo Triptona Soja (CM129) e incubar a 37° C
durante 18-24 horas, preferiblemente con agitacion.

Tras el crecimiento, bien centrifugar a 900g durante 20 min. & bien filtrar o a través de un
filtro de membrana de  0,2pum-0,45pum y baja unitn a proteinas. Retener el filtrado para
ensayar el contenido en toxinas

Control

Cada control de toxina reconstituido dara aglutinacion con su respectivo latex sensibilizado.
El uso de los controles de toxina proporcionara las referencias para los patrones positivos
ilustrados mas abajo. (ver Interpretacion de Resultados). Los controles deben utilizarse de
vez en cuando solo para confirmar el correcto funcionamiento de la prueba de latex. Los
controles de toxinas no se suministran a un nivel especificado y por tanto no deben usarse
como medio para cuantificar los niveles de toxina detectados en la muestra objeto del
ensayo,

Métqdu de Ensayo

Los reactivos de latex y el diluyente vienen listos para su uso. Los reactivos de latex deben
agitarse vigorosamente antes de su uso para asegurar una suspensiin homogénea. Para
reconstituir los reactivos control, aftadir 0,5ml de diluyente (TD910) a cada vial. Agitar
suavemente hasta disolver completamente el contenido.

Distribuir la placa de forma que cada fila tenga & pocillos, Cada muestra necesita el empleo
de 5 de tales filas.

Utilizando el goteador, dispensar 25y de diluyente en cada pocillo de las cinco filas de la
placa “microtitre”

Por medio de una pipeta o goteador, dispensar 25ul de la muestra a ensayar al primer
pocillo de cada una de las cinco filas.

Utilizando una pipeta o un diluidor y comenzando en el primer pocillo de cada fila, tomar
25ul y realizar diluciones dobles a lo largo de cada una de las cinco filas. Parar en el
séptimo pocille para dejar el Gltimo pocillo solo con diluyente.

A cada pocillo de la primera fila, afadir 25ul de latex sensibilizado con anti-enterotoxing A.
A cada pocillo de la segunda fila, anadir 25p1 de latex sensibilizado con anti-enterotoxina B.
A cada podillo de la tercera fila, afnadir 2540 de latex sensibilizado ‘con anti-enterotoxina C.
A cada podillo de la cuarta fila, afadir 25ul de latex sensibilizado con anti-enterotoxina D.
A cada pocillo de la quinta fila, afadir 25ul de control de latex.

Para mezclar el contenido de cada pocillo | rotar la placa con un microagitador o
agitﬁggula con |a mano. Tomar precauciones para que no se den salpicaduras desde los
poc

Para evitar la evaporacion, cubrir la placa con |a tapa. Poner la placa en una caja hameda
es una aceptable alternativa. Dejar la placa inmévil sobre una superficie libre de
vibraciones a temperatura ambiente durante 20-24 horas. Ayudard a la posterior lectura si
la placa se coloca sobre un papel negro durante esta incubadian.

Examinar la aglutinacitn de cada pocillo de cada fila contra un fondo negrao.

Los tubos de centrifuga, filtros de membranas, placas de microtitulacién, tapas y puntas de
pipetas deben esterilizarse por autoclave a 121°C 6 desinfectar antes de desecharlos en
solucitn de hipodorito sédico (>1.3% wiw).

Desechar los extractos de cultivos, los extractos de los alimentos, los controles de la
muestra y de las toxinas en solucidn de hipoclorito sodico (>1.3% p/p).

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

MOTA:

Los patrones de aglutinacién deben juzgarse por comparacién con |a siguiente llustracian.

o

{-) () (+) (++) {+++)

Resultados dasificados como (+), (++), v (+++) son considerados positivos.

Los resultados en la fila de pocillos conteniendo latex control deben ser negativos. En
algunos casos pueden observarse aglutinaciones no especificas. En tales casos los
resultados deben interpretarse como positivos si la reaccon con el latex sensibilizado es
positiva a una dilucion mayor con la muestra que la vista con el control de 1atex. El dltimo
pocillo de todas las filas debe ser negativo. Si se observan patrones positivos en algunos de
estos pocillos la reaccidn debe considerarse no valida.

Es conocido que ciertas cepas de estafilococos producen mas de una enterotoxina,

LIMITACIONES DE LA PRUEBA

La sensibilidad de esta prueba para la deteccion de  enterotaxinas es de 0,5ng/ml en
extractos. Cuando un extracto de alimentos se hace con dilucién 1 : 1 con el diluyente, la
sensibilidad es, por tanto, 1ng/g de la matnz alimentaria. El limite de deteccitn variara de
acuerdo con cualquier condicidn de  extra dilucion dictada por el tipo de matriz del
alimento. La concentracion de  enterotoxina en el extracto de alimento puede verse
afectada por una variedad de métodos, tales como la  ultrafitracion. La produccion de
enterotoxinas estafilocdcicas (SET) en cultivo dependera de las condiciones de crecimiento.
Un resultade positive obtenido en el cultivo, demuestra la produccion de una & mas 5ET
hain etas rondiciones: no imolica la produccion de toxing in wivo a esos niveles.



