BCET-RPLA KIT para DETECCION de TOXINAS
Codigo: TD0950

Ki p._'ara dew.ccﬁn de la entercloming {tipo diarreico) de Bacilus cereus en alimentos y filtrados die cultvo por
aglutinacicn pasiva de [dtex en fase reversa

INTRODUCCION
Tanto en fa-'ma a-spmdada LOMmG vegetativa, el microorganismo Bacilus cereus es un habitantz comyn de
muchos diferentes ambsentes y puede con facilidad contaminar los alimentos. Si los alimantos
contaminados no s2 enfrian suficentemente después de cocinados ¥ % da un periodo prolongado de
tiempo entre |3 preparacion y el consumo, entonces, |as 2sporas lenmomesisientes supenvivientes, pueden
germanar, capacitando al microomganismo a multiplicarse y producir toonas, Bajo estas circunstancias, B
cersys puede causar entoxicacion almentana. Alimenics que se han imphicado en casos de intoxicacon
por B. cereus son arroz, pasta, came, aves de cormal, vegetales, vanias sopas, ilanes y salsas ',

El microcegansmo puede causar dos tipos distintos de enfermedades: un comienzo brusco, “sindrome
emética” que se asocia fundamentalments con e consumo de arroz cocinado; y un comienzo mas
prolongado “sindrome diameico™ en el cual se han implicado a una amplia variedad de abmentos. Los
sintomas caracteristicos de |as des formas de enfermedad son causados por diferentes toxinas © 13 22xina
emeétca y |a enterotaxing diarmesa’,

El propedsita de este kit es la detecaion de |3 enterotoxina diarreica par aglutinacion pasea de ltex en fase
reversa (RFLA). La técnica de aglutinacida de Ltex en fase reversa (RPLA) capacita que la deteccion de
antigenos solubles como |as toxinas bacterianas puedan ser detectados pos un ensayo de aghutinacidn. En
un ensayo de aglutinacicn estandar, los anticuerpos solubles rezccionan con los antigenos particulados
tales como las células bactenianas, Mo obstante, en un ensayo de aglutinacion en fase REVERSA, los
anticuerpos que estan unidos a particulas, reaccionan con @ antigeno soluble, Las particulas ien este caso
el litex) no juegan por si mismas parte en la reaccion y son por tanto PASIVAS. El entramado de las
particulas de kitex por la reaccion especifica antigenafanticeerpo da como resuftado una reaccion visble de
AGLUTINACION DE LATEX.

La prueba BCET-RPLA puede emglearse para detectar enterotoxing de 8. cevews en una vanedad de
alimentos y dar un resultado semi-cuantitativo. La prueba puede usarse también para demostrar |a
produccion de enterctoxing en aslados de B, cereus creciendo en medios de cultvo.

FRINCIFIOS de la PRUEEA
Particulas de latex de paliestireno se sensibilizan con antisuera purificado de conejo inmunizade con
enterotoxing diarresca de B cereus punificada, Estas particulas aglutinaran en presencia de enteratoxina de
B, cereus . 58 suministra un reactvg de control gue consiste en particulas de ltex sensibilizadas con
globulinas de conejo no inmune

La prueba se lleva & cabo en placas de micratitulacion con pocillos en “V", Se hacen diluciones del
extracto del amento o del Mitrado de cultivo en dos filas de pacillos, se afiade un volumen de L
suspension de latex a cada pocillo y se mezcla & contenido, 51 3 enterotoxing de B, cereus estd presente,
s da la aglutinacion, resuftando en la formacidn de wna estructura kechosa que, tras sedimentar, forma
una capa difusa sobre la base del pocillo. % la enterotoming es14 ausente o a una concentracon por
debajo del nivel de detecoan del ensayo, no se podrd formar tal estructura lechosa y, por tanto, bo que se
observard serd un depdsito CoMpacto.

PRECAUCIONES
Este prodhecto €5 para uso disgnastico in witro exchusivamente
Mo congelar,
Mo intercamibaar reactivs de diferentes nimeros de lote.
Lo reactivas v el diluyente contienen ,1% de azida sodica como conservante. La azida sodica puede
reaccionar con el plomo o cobre de las tuberizs y produce azidas metalicas gue son explosivas por
contacto detonante, Para prevenir la acumulacion de azidas en el sistemna de tuberias, dejar comer
abundante agua por lz pda inmediatamente después de desechar los reactivos que Las contienen.

CONSERVACION
El kit BCET-RPLA debe conservarse a 2-B° C. Bajo estas condicsones los reactives mantendran su actmdad
hasta la fecha que figura en la caja del kat. Tras su reconstitucion, el contral de enteratoxing deben
conservarse a 2-8°C. Bajo estas condiciones el contral de enterotaxing reconstitudos retendran su
actdad durante 3 meses, & hasta la fecha que figure en la caja del kit, la que 523 antes.

PREFARACION DE LA MUESTRA
Matrices Alimentarias

Se pueden analzar una ampha vanedad de shmentos para ensayar enterotoxings, el procedsmiento de
entraccion puede, no obstante, requerir algunas modificaciones para algunos alimentos particulares. EI
peincipal requenmiento &5 obtener un extracto no turbio y libre de grasa. Un bajo factor de dilucicn es
deseable para una sensibilidad aptima, pero si la naturaleza del alimento dicta una dibucn meyor durante
la extraccion, 1z sensibilidad resullard reducsda.

Fara consequir una muestra representativa de un lote, se recogen porciones de 10 g de diferentes
locakizaciones del bote, {ver el plan de muestreos de T.PA, U.5.D.A. o equivalentes).

Filtrados de Cultivo

B. cereus puede aslarse de alimentos o muestras fecales e identificarse por medio de las tecnicas
apropiadas descritas en los hibros estandard. Bl uso de Bacillus cereus Selective Agar (Cosd CMETT7 y SRED)
ayudard al aislamiento e identificacdn presuntiva de 8. cereus previa a la detecosdn de toona®

Material requerido pero no suministrado

Meztlador u Homogenizador (requenido para matrices shmentarias Gnicamente)

Placas de microtitulacion (pocillos en V") y tapas

Pipetas fijas o vanables y puntas (25pl)

Ceninfuga capaz de generar 900g thabitualmente 3000 rpm en una centrifuga pequeha de mesa)



i
!

Unidad de fiftracion de membrana con filiros desechables de baja capacidad de union a proteinas y con un
tamano de poro de 0,2pm-0,45um (1ates como Millipone SLGV)
Hrain Herat Infusidn (Owoid CM 225}

Solucidn de cloruro sédico {0,85%)

Solucion de hipoclerito sodico (=1,3% p/pidesinfectanie)
Goteador de 25ul {opcional)

Diluider de 25a1 {opcionad)

Micromezclador (opoional)

Caja himeda fopconal)

Componentes del Kit

TD951 Litex Sensibilizado. Latex sensibilizado con anfi-enterotosina (oG de conejo) especifica de B
Ceeus

TD952 Litex control, Suspensdn de litex sensibilizado con globulnas de conejo na inmune,
TDa53 Enterotoxina contred (liofilizads). Enterotosina liofiizada de 8. ceveus .

TD954 Diluyente. Buffer fosfzto saling conteniendo albumina de swero boving,
Folleto de instrucciones

Extraccion o Produccién de Toxina

Extraccs . . :

Mezclar 10g de muestra con 10ml de solucidn de cloruro sidico {0,85%) en un mezdador u
homogenizador.

Centrifugar la muestra homogenizada a 900g 2 4°C durante 20 manytos. NOTA: 5i no se dispone de
cenitrifuga refrigerada, enfriar la muestra a 47 antes de b centrifugacion

Filtrar por membrana el sobrenadante utilizando un filtro de 0,2pm - 0,45%im de baja union a proteinas y
usar el filtrade com muestra a ensayar.

Produccion de Enterotoxina en Cultivos Liguidos
Inocular el microonganismo aislado en Brain Heart Infusion (CM225) e incubar a 32-37° C durante 6-18
horas, preferiblemente con agitacion (250 aclos/min)

Tras &l crecimiento, bien centrifugar a 900g durante 20 minutos 2 4*C o bien fitrar por membrana
utilizando un filtro de 0, 2um - 0,45um de baja unin 3 proteinas y usar el filtrado como muestra a
ensayar.

WROTA: S recomienda controlar el fundonamients de cualquier métoda de cultivo particular con el s
de una cepa estandar produciona de enferotonina como B, cerews NCTC 11145 K

i Control

El control de 1oxina reconstituido aglutinasd con el [&tex sensibilizado. Bl uso del control de toxina
proporcionana las referencias para los patrones positivos ilustrados mas absjo (ver Imterpretacion de
Resultados). El control debe utilizarse de vez en cuando solo para confirmar el correcto funcionamiento de
la pruweba de Wtex El control de foxina no se suministra 3 wn nivel especificado y por tanto no debe usarse
como medio para cuantificar los niveles de toxina detectados en |3 muestra obyeto del ensayo.

Método de Ensayo
Reactvos de Trabajo
Los reactivos de [dtex(TD 951, TD 952) y el diluyente{TD954) vienen listos para su wso. Los reactives de

litex deben agitarse vigorosamente antes de su uso para asegurar una suspensidn homogénea, Para
reconstituir el control de enterotomna (TDS53), afade 0,5mi de diluyente (TD954) a cada vial. Agitar
suavemenie hasta disolver completamente el contenida.

Distribwir |a placa de forma que cada fila 1enga & pocillos. Cada muestra necesita el empleo de 2 de tales
filas.

Por medio de una pipeta o goteador, dispensar 25 del Diluyente en cada poclio de las dos filss excepto
en el pimer pocillo de cada fila.

Adadir 2501 de la muestra al primer y segundo pocillo de cada fila,

Utizando una pipeta o dilvdor y comenzando por el segundo podllo de cada fila, recoger 250 y levar
a cabo diluciones dobles a o largo de cada una de las dos fils. Parar en e 7° pocillo para dejarko solo con
diluyente (TO954 Gnicamente)

A cada pocillo de la primera fila, afadic 25mi de latex sensibilizado (TDE51)

& cada poollo de la segunda fila, anadic 25mi de control de latex (TD952).

Para mezclar el contemdo de cada pocillo , rotar la placa con wn microagitador o agitdndolz con la mano.
Tomar precaucions para que no s den salpicaduras desde los pocilios,

Para evitar ka evaporadn, cubrir la placa con k3 tapa. Poner la placa en una caa homeda es una
alternativa acepiable. Dejar la placa inmdwil sobre una supericie libre de vibeaciones a temperatura

ambiente durante 20-24 hores. Ayudara a la postenior lectura si ka placa se coloca sobwe un papel negro
durante esta incubacion.

Examinar 13 aghstinaciktn de cada pocillo de cada fila contra un fonda negro.

Lo tubos de centrifuga, fittros de membranas, placas de mecnptifulacion, tapas y punizs de pipetas deben
esterilizarse por autoclave a 121°C durante 15 minutos o desinfectar antes de desecharios en solucin de
hipodonito sodoo (>1,3% pip).

Desechar los controles de toxing y los extractos de cultivo en solucion de hipodonito sodico (>1,3% pip)



INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Los patranes de aglutinacdn deben jurgarse por comparaodn con L siguiente dustracion.

OO

() + (++)

Fesultados clasificados coma (4], (++), ¥ (++4) son comsiderados positivas

Los resultados en la fila de poclios conteniendo latex controlTD 952) deben ser negativos. En algunos
casos pueden observarse aglutinaciones no especificas. En tales casos los resultados deben interpretarse
om0 positves i la reaccion con el ltex sensibilizado (TD 951) es positiva a una dilucidn mayor con la
muestra gue 13 vista con el control de Latex (TDO52), El Glimo poclio de todas Las filas debe ser negativo,
Si se obsenvan patrones postves en algunos de estos pocilios 13 reacodn debe considerarse no valida,

LIMITACIONES DEL TEST
La sensibdidad de la prueba en detectar |a enterotoxing es de 2ng/mil en el extracto de la preeba. Cuando
un extracto de alimento se hace con un ratio de dilucidn 1:1 con diluyente (TD954), ka sensilidad serd
por 1anto de dnglg de matriz alimentaria. El limste de deteccdn vanard de acuerdo a cuskquier condioan
de dilucion extra dictada por el tipd de matriz aimentaria. La concentrackin de enterctaxing en e
extracto del alsmento puede verse afectado por una variedad de métodos tales como la ultrafiltracion.

La produccién de enteroloxing en fltrados de cultives dependera de las condiciones de creamienta, Un
resultado positivo obtenido de &sta manera demuestra la produccion de enterotoxing; no implica la
produccion in wwo de tomna a 8505 niveles




