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葡萄球菌肠毒素测定 ELISA试剂盒法

1 范围

本文件规定了食品及金黄色葡萄球菌培养液中葡萄球菌肠毒素测定的酶联免疫吸附ELISA试剂

盒方法。
本文件适用于食品及金黄色葡萄球菌培养液中葡萄球菌肠毒素及其分型的定性测定。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中,注日期的引用文

件,仅该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于

本文件。

GB4789.10 食品安全国家标准 食品微生物学检验 金黄色葡萄球菌检验

GB/T6682 分析实验室用水规格和试验方法

GB19489 实验室 生物安全通用要求

3 方法原理

样品中游离的葡萄球菌肠毒素(抗原)与微孔中包被的抗体特异性结合,形成抗原抗体复合物。将

未与抗体结合的物质充分洗去,用酶标记物进行标记,在酶反应底物/发色剂的作用下,微孔中的液体

由无色变为蓝色。反应结束后,加入终止液终止反应,这时微孔中的液体由蓝色变为黄色。使用酶标

仪[(450nm±10nm)/(620nm±10nm)]测量微孔溶液的吸光度,样品中葡萄球菌肠毒素含量与吸光

度成正比。

4 设备和材料

4.1 葡萄球菌肠毒素检测试剂盒RIDASCREENSETTotal(见附录A)。

4.2 葡萄球菌肠毒素分型检测试剂盒 RIDASCREENSETA、B、C、D、E(见附录B)。

4.3 酶标仪:(450nm±10nm)/(620nm±10nm)。

4.4 分析天平:感量0.01g。

4.5 均质器/振荡器。

4.6 培养箱:37℃±1℃。

4.7 冷冻离心机:≥3500r/min,≤10℃。

4.8 离心管50mL:玻璃或聚丙烯材质。

4.9 单道移液器:20μL~200μL,100μL~1000μL。

4.10 八道移液器:30μL~300μL。

4.11 冰箱:冷藏5℃±3℃,冷冻≤-18℃。

4.12 pH计:25℃条件下精度为0.01。

4.13 无菌滤膜:0.22μm。
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4.14 无菌注射器:10mL。

5 试剂和培养基

5.1 实验用水:符合GB/T6682规定的三级水要求。

5.2 PBS缓冲液:8.70gNaCl、0.55gNaH2PO4·H2O、2.85gNa2HPO4·2H2O,用水定容至1L,
调pH至7.4。

5.3 1×洗涤缓冲液:按照1∶10比例稀释10×洗涤缓冲液浓缩液。稀释后的1×洗涤缓冲液可在

2℃~8℃保存1周。若10×洗涤缓冲液浓缩液稀释前有结晶,需在37℃水浴锅中加热至完全溶解后

再配置。

5.4 正庚烷:分析纯。

5.5 脑心浸液培养基(BHI):10.0g胰蛋白胨、2.0g葡萄糖、5.0g牛心粉、5.0g氯化钠、2.5g磷酸

氢二钠(12H2O),用水定容至1L,加热煮沸至完全溶解,分装试管,121℃高压灭菌15min备用。

6 检测程序

葡萄球菌肠毒素检测程序见图1。
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图1 葡萄球菌肠毒素检测程序

7 操作步骤

7.1 样品前处理

7.1.1 食品样品

7.1.1.1 液态样品(如生鲜乳、巴氏杀菌乳、调制乳、饮料等)
充分混匀待检样品,吸取样品10mL~25mL,3500r/min10℃离心10min,完全去除脂肪层,取

上清液进行检测,并将待检样品的pH控制在7.0±0.5范围内。

7.1.1.2 粉状样品(如婴幼儿配方粉、乳粉、调制乳粉、食品原料等)
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充分混匀待检样品,称取10g~25g进行均质之后称取1g加入10mL无菌蒸馏水,漩涡混匀,

3500r/min10℃离心10min,完全去除脂肪层,取上清液进行检测(结果以溶解后的液体计),并将待

检样品的pH控制在7.0±0.5范围内。

7.1.1.3 脂肪含量小于40%的样品(如米、面及其制品,豆制品等)
充分混匀待检样品,称取10g~25g均质后按每克样品加入1.5mLPBS缓冲液的比例(例如10g

样品+15mLPBS缓冲液),振荡混合15min,3500r/min10℃离心10min,完全去除脂肪层,取上清

液进行检测。

7.1.1.4 脂肪含量大于等于40%的样品(如肉制品等)
充分混匀待检样品,称取10g~25g均质后按每克样品加入1.5mLPBS缓冲液的比例(例如10g

样品+15mLPBS缓冲液),振荡混合15min,3500r/min10℃离心10min,取一定量上清液移至另

一个离心管中,加入与所取上清液相同体积的正庚烷,充分混合5min,3500r/min10℃离心10min,完
全去除上层庚烷层,取下层清液进行检测。

7.1.2 金黄色葡萄球菌培养液

将纯培养的待测金黄色葡萄球菌接种于脑心浸液培养基(BHI)过夜培养。取1.5mL~2mL培养

液置于离心管中,3500r/min10℃离心5min,将上清液用无菌注射器和无菌滤膜过滤除菌,取滤液进

行检测。

7.2 葡萄球菌肠毒素检测

7.2.1 将预先包被有葡萄球菌肠毒素特异性抗体的微孔条(见附录A)插入微孔板架(见附录A),标
记样品液、阴性质控液(见附录A)和阳性质控液(见附录A)的位置。

7.2.2 在相应的微孔中分别加入100μL处理好的样品液、阴性质控液及阳性质控液。盖上微孔板,

35℃~37℃孵育1h。

7.2.3 取出微孔板,倒去微孔中的液体,每个微孔加入300μL1×洗涤缓冲液洗涤,混合静置后倒去洗

涤液,拍干微孔板(力度适中)。重复上述步骤5次(可由自动洗板机完成)。

7.2.4 洗板后,每个微孔加入100μL酶标记物1溶液(见附录 A),盖上微孔板,35℃~37℃孵育

1h。

7.2.5 取出微孔板,进行第2次洗板(按照7.2.3操作)。

7.2.6 洗板后,每个微孔加入100μL酶标记物2溶液(见附录 A),盖上微孔板,35℃~37℃孵育

30min。

7.2.7 取出微孔板,进行第3次洗板(按照7.2.3操作)。

7.2.8 洗板后,每个微孔加入100μL底物/发色剂(见附录A),水平方向轻摇微孔板使微孔中的液体

充分混合,盖上微孔板,35℃~37℃避光孵育15min。

7.2.9 取出微孔板,每个微孔加入100μL终止液,水平方向轻摇微孔板使微孔中的液体充分混合,

30min之内读取(450nm±10nm)/(620nm±10nm)波长下吸光度(OD)。

7.3 葡萄球菌肠毒素分型检测

7.3.1 将预先包被有抗体的微孔板条(见附录B)按照A—H的方向插入微孔板架(见附录B),每一件

待测样品使用一条微孔板条。

7.3.2 在微孔板条A~G孔中各加入100μL处理好的样品液,在H孔加入100μL阳性质控液(见附

录B),轻轻混匀后,盖上微孔板,35℃~37℃孵育1h。

7.3.3 取出微孔板,倒去微孔中的液体,每个微孔加入300μL1×洗涤缓冲液洗涤,混合静置后倒去

洗涤液,拍干微孔板(力度适中)。重复上述步骤5次(可由自动洗板机完成)。

7.3.4 洗板后,每个微孔加入100μL酶标记物1溶液(见附录B),盖上微孔板,35℃~37℃孵育1h。
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7.3.5 取出微孔板,进行第2次洗板(按照7.3.3操作)。

7.3.6 洗板后,每个微孔加入100μL酶标记物2溶液(见附录B),盖上微孔板,35℃~37℃孵育

30min。

7.3.7 取出微孔板,进行第3次洗板(按照7.3.3操作)。

7.3.8 洗板后,每个微孔加入100μL底物/发色剂(见附录B),水平方向轻摇微孔板使微孔中的液体

充分混合,盖上微孔板,35℃~37℃避光孵育15min。

7.3.9 取出微孔板,每个微孔加入100μL终止液 ,水平方向轻摇微孔板使微孔中的液体充分混合,

30min之内读取(450nm±10nm)/(620nm±10nm)波长下吸光度(OD)。

8 结果与报告

8.1 检测有效性判定

阳性质控孔的吸光度(OD)应≥1.0,阴性质控孔的吸光度(OD)应≤0.2,如果不能同时满足以上

要求,检测结果无效。

8.2 检出限

8.2.1 食品样品:液态样品及溶解后的粉状样品0.25ng/mL,其他样品0.375ng/g(mL)。

8.2.2 金黄色葡萄球菌培养液0.25ng/mL。

8.3 临界值计算

8.3.1 葡萄球菌肠毒素检测:临界值=阴性质控孔的吸光度(OD)+0.15。

8.3.2 葡萄球菌肠毒素分型检测:临界值=[F孔吸光度(OD)+G孔吸光度(OD)]/2+0.15。

8.4 结果判定及报告

8.4.1 葡萄球菌肠毒素检测

若结果显示样品吸光度(OD)<临界值,报告未检出葡萄球菌肠毒素。若结果显示样品吸光度

(OD)≥临界值,报告检出葡萄球菌肠毒素。

8.4.2 葡萄球菌肠毒素分型检测

若结果显示样品吸光度(OD)<临界值,报告未检出某型葡萄球菌肠毒素。若结果显示样品吸光

度(OD)≥临界值,报告检出某型葡萄球菌肠毒素。

9 质量控制

9.1 实验前应确认试剂盒有效期,如阳性质控孔的吸光度(OD)<1.0或底物/发色剂在使用前颜色变

蓝则表明试剂已失效,不得使用。

9.2 若检测结果的吸光度(OD)超出仪器读值的线性范围,则需要用PBS缓冲液稀释培养物上清液,
重新检测。

9.3 当葡萄球菌肠毒素分型检测同时检出两种或两种以上肠毒素时,按附录C对检测结果进行

修正。

9.4 金黄色葡萄球菌培养液前处理(除离心操作外)、葡萄球菌肠毒素定性及分型检测等实验操作应

在生物安全柜中进行。
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9.5 在称量、均质样品和葡萄球菌肠毒素检测三个实验阶段分别佩戴新的一次性乳胶手套。

10 生物安全

按照GB19489处理实验废弃物。
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附 录 A
(规范性)

葡萄球菌肠毒素检测试剂盒

A.1 试剂盒组成

葡萄球菌肠毒素检测试剂盒 RIDASCREENSETTotal包括:

A.1.1 预包被葡萄球菌肠毒素多价抗体的可拆分微孔板:8×12孔;

A.1.2 阳性质控液:2mL/瓶×1瓶;

A.1.3 阴性质控液:2mL/瓶×1瓶;

A.1.4 10×洗涤缓冲液浓缩液:100mL/瓶×1瓶;

A.1.5 酶标记物1溶液:11mL/瓶×1瓶;

A.1.6 酶标记物2溶液:11mL/瓶×1瓶;

A.1.7 底物/发色剂:13mL/瓶×1瓶;

A.1.8 终止液:14mL/瓶×1瓶。

A.2 试剂盒保存及使用

A.2.1 试剂盒于2℃~8℃黑暗处避光保存,使用前回复至室温(20℃~25℃);使用完尽快放回

2℃~8℃,不可冷冻。未使用的微孔板孔,必须与袋中的干燥剂一起,重新放入铝箔封口袋中并封好,

2℃~8℃保存。

A.2.2 不同批号试剂盒中组分不得混用。

A.2.3 超过有效期的试剂盒不得使用。
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附 录 B
(规范性)

葡萄球菌肠毒素分型检测试剂盒

B.1 试剂盒组成

葡萄球菌肠毒素分型检测试剂盒 RIDASCREENSETA、B、C、D、E包括:

B.1.1 可拆分微孔板(8×12孔):A~E孔预包被葡萄球菌肠毒素A、B、C、D、E型特异性抗体,H孔

预包被葡萄球菌肠毒素多价抗体,F和G孔预包被非葡萄球菌肠毒素的特异性抗体;

B.1.2 阳性质控液:2mL/瓶×1瓶;

B.1.3 10×洗涤缓冲液浓缩液:100mL/瓶×1瓶;

B.1.4 酶标记物1溶液:11mL/瓶×1瓶;

B.1.5 酶标记物2溶液:11mL/瓶×1瓶;

B.1.6 底物/发色剂:13mL/瓶×1瓶;

B.1.7 终止液:14mL/瓶×1瓶。

B.2 试剂盒保存及使用

B.2.1 试剂盒于2℃~8℃黑暗处避光保存,使用前回复至室温(20℃~25℃);使用完尽快放回

2℃~8℃,不可冷冻。未使用的微孔板孔,必须与袋中的干燥剂一起,重新放入铝箔封口袋中并封好,

2℃~8℃保存。

B.2.2 不同批号试剂盒中组分不得混用。

B.2.3 超过有效期的试剂盒不得使用。
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附 录 C
(规范性)

葡萄球菌肠毒素分型检测结果修正方法

C.1 单型别葡萄球菌肠毒素吸光度(OD)

单型别葡萄球菌肠毒素吸光度(OD)应该介于1.0到2.5之间。当OD>2.5时,需使用PBS缓冲

液稀释检测样品,并重新进行检测,使其吸光度(OD)介于1.0到2.5之间。

C.2 A/E孔或B/C孔吸光度(OD)均<2.5

当吸光度(OD)较低孔的吸光度(OD)≤吸光度(OD)较高孔的吸光度(OD)的50%时,报告为样品

中含有吸光度(OD)较高的孔的某型葡萄球菌肠毒素。当吸光度(OD)较低孔的吸光度(OD)>吸光度

(OD)较高孔的吸光度(OD)的50%时,报告为样品中含有两种型别的葡萄球菌肠毒素。
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