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Ringversuch zur Bestimmung von Staphylokokkenentero-
toxinen in Lebensmitteln mittels ELISA (SET-EIA nach Fey)

ELISA for Detection of Staphylococcal Enterotoxins in Food:
A Collaborative Study

J. Lithy

Bundesamt fiir Gesundheitswesen, Bern

Subkommission 29a «Immunologische und molekularbiologische Methoden»
der Eidgenossischen Lebensmittelbuch-Kommission

Einleitung

Akute, durch Lebensmittel verursachte Erkrankungen sind iiberwiegend bak-
terieller Natur. Bei den relativ haufig vorkommenden Vergiftungen durch entero-
toxinbildende Staphylokokken ist bei entsprechenden Abklirungen ein geeigneter
Nachweis der hitzestabilen Enterotoxine im Lebensmittel hilfreich. Von den hierzu
beschriebenen Verfahren (1) haben bisher der Mikroslide-Test (2) und die auf RIA
oder ELISA basierenden immunologischen Methoden am meisten Beachtung ge-
funden. Der Mikroslide-Test ist zeitaufwendig und nicht empfindlich genug, um
Staphylokokken-Enterotoxine (SET) auch im unteren ppb-Bereich noch erfassen
zu konnen. SET-haltige Lebensmittel, selbst in diesem tiefen Konzentrationsbe-
reich, kénnen aber durchaus noch Vergiftungen verursachen (3, 4). In der EDI-Ver-
ordnung tiber die hygienisch-mikrobiologischen Anforderungen an Lebensmittel,
Gebrauchs- und Verbrauchsgegenstinde vom 1. Juli 1987 wird deshalb verlangt,
dass SET mit einem ELISA-Verfahren in Lebensmitteln nicht nachweisbar sein
diirfen. Derartige Verfahren sind seit etwa 10 Jahren bekannt (5) und in verschie-
denen Varianten beschrieben worden (6). Die heute eher verwendeten Sandwich-
ELISA weisen gegeniiber dem kompetitiven Typ einige Vorteile auf (3, 6, 9) und
bieten zudem die Méglichkeit der Signalamplifizierung (7). Der von Fey et al. (8,
9) entwickelte, kommerziell erhiltliche Test-Kit wurde in der vorliegenden Arbeit
einer Priifung unterzogen, um seine Eignung fiir die Praxis abzukliren.
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Methoden

SET-EIA nach Fey

Prinzip

Beim SET-EIA handelt es sich um einen semiquantitativen indirekten EIA, der
mit Kunststoffperlen, die mit spezifischen Antikorpern beschichtet sind, durchge-
fihrt wird. Die spezifischen, gegen SET-A, SET-B, SET-C und SET-D gerlchteten
Antikorper sind einzeln an mit einem Farbcode versehenen Kunsstoffperlen ge-
bunden. Das toxinhaltige Material wird mit je einer Anti-SET-Perle und 4 Kon-
trollperlen, die mit Kaninchennormalserum beschichtet sind und als Negativkon-
trolle dienen, iiber Nacht auf einer Schiittelapparatur bei Raumtemperatur bewegt.
Vorhandene spezifische Toxine binden sich somit an die jeweilige Perle. Zur
Entfernung nicht gebundener Proteine werden die Perlen gewaschen. Die Perlen
werden anschliessend einzeln mit einem zweiten, mit Phosphatase gekoppelten
Antikorper (Anti-SET-Enzymkonjugat) versetzt. Wenn Toxin vorhanden ist, er-
folgt eine Bindung. Nach einem erneuten Waschgang wird zur Bestimmung des
Toxins als Reagenz p-Nitrophenylphosphat zugefiigt. Die gebundene Phosphatase
bildet daraus Nitrophenolat, dessen gelbe Farbe mit dem Auge oder im Fotometer
bei 405 nm messbar ist.

Reagenzien und Gerdte

— SET-EIA Kitder Fa. Dr. Bommeli AG, Liebefeld, Schweiz, enthaltend Standard-
Staphylokokken-Enterotoxine A, B, C, bzw. D in Form eines Kulturiiberstan-
des 1 pg/ml. Die Titerbestimmung erfolgte durch Immunoprizipitation gegen
hochgereinigte Enterotoxine, die von Prof. M.S. Bergdoll zur Vertiigung gestellt
worden sind.

— Verdiinnerlosung fiir Kulturiiberstand. Tris-NaCl-Tween-Puffer (TNT-Puf-
fer): 0,01 M Tris, 0,5 M NaCl, 0,1% Tween 20, pH 7,5

— Brain Heart Infusion fiir Staphylokokkenkultur

— Chloroform

— Tween «20»

—  pll-heter

— Fotometer mit Wellenlinge 405 mm

— Schiittelgerar; ca. 100 rpm

— Wasserstrahlpumpe mit Absaugkaniile

— Zentrifuge

Durchfiibrung der Analyse

Extraktion

Homogenisiertes Lebensmittel (z. B. Kise) im Zentrifugenbecher wigen und
wihrend 25 min bei 5000 rpm und RT zentrifugieren. Falls Labor mit hochtouriger
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Kuhlzentrifuge (4 °C) ausgeriistet, Proben damit aufarbeiten. Nach der Zentrifu-
gation die Becher fiir 15 min kaltstellen (Eis), die erstarrte Fettschicht sorgfaltig
abheben und die Uberstinde tiber einen Wattebausch filtrieren. Den pH-Wert
dieses Uberstandes mit 1 n NaOH auf 7, 3-7, 5 bringen und 10% (v/v) CHCl;
zusetzen. Wihrend 5 min stark rithren und wihrend 20 min bei rund 5000 rpm und
RT (oder mit Kithlzentrifuge) zentrifugieren. Die Uberstinde abdekantieren, wa-
gen und 0,1% (w/w) Tween-208 zusetzen. Die Chloroformreste unter Rithren mit
N> abblasen.

ELIS A

1. Vorbereitung der zu analysierenden Lésungen

Lebensmittelextrakte nach Zugabe von 2,5% Kaninchennormalserum (INRS)
(zur Bindung von Protein A) direkt verwenden. Je 9,75 ml Extrakt in geeignete
Flaschen pipettieren, je 250 ul NRS zupipettieren und leicht schiitteln. Nach rund
20 min gebrauchsfertig.

2. Standardverdinnungen

Die Standardverdiinnungen des SET-A und SET-D direkt in den Probeflaschen
vorbereiten. Zu 10 ml TNT-Puffer je 5 pul von Standard-SET-A und Standard-SET-
D-Lésung (1 pul/ml) zugeben. Die Zugabe von Enterotoxinstandard erfolgt mittels
geeichter Mikropipette.

3. Zugabe der anti-SET-Perlen sowie Kontrollperlen, Inkubation mit den zu
analysierenden Losungen
Unmittelbar nach der Herstellung der Standardverdiinnungen und der Extrakte
je eine mit Antikorpern beschichtete Perle a-SET-A und a-SET-D zusetzen. Den
Extrakten zusatzlich je 2 Kontrollperlen zugeben. Die Flaschen stehend oder flach
- liegend tiber Nacht bei Raumtemperatur leicht schtitteln.

4. Waschen der Perlen

Perlen in der Flasche zweimal mit NaCl-Tween waschen und danach einzeln in
Kunststoffrohrchen mit dem entsprechenden Farbcode tiberfithren. Die Perlen
nochmals zusammen mit den Réhrchen waschen, um gleichzeitig unerwiinschte
Bindungskapazititen an der Réhrcheninnenfliche zu zerstéren. Dabei werden die
Rohrchen mit NaCl-Tween ganz gefiillt, so dass die Perlen leicht aufwirbeln, und
anschliessend abgesaugt.

5. Zugabe des Enzymkonjugates und Waschen der Perle

Je 0,5 ml entsprechendes farbanaloges Enzymkonjugat pro Réhrchen zugeben
(Anti-A-Phosphatase zur rot markierten Perle usw.). Analoges Verfahren mit je
einer Kontrollperle und je einem der 4 Enzymkonjugate. Bei Zimmertemperatur
tiber 6 Stunden inkubieren (kein Schiitteln). Die Perlen und die einzelnen Réhrchen
dreimal mit NaCl-Tween waschen, d.h. R6hrchen dreimal vollstindig auffiillen und
mit Wasserstrahlpumpe wieder absaugen.

6. Vorbereitung und Zugabe der p-Nitrophenylphosphat (pNPP) Substratlosung
Eine Substrattablette in 8 ml Substratpuffer 16sen. 8 ml Substratlésung ist fiir 8
Kunststoffperlen ausreichend. Die Substratlésung ist unstabil und kann vor Licht
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geschiitzt hochstens wihrend einer Woche aufbewahrt werden. Fiir die Zuberei-
tung und Aufbewahrung Einwegkunststoffgefiss verwenden. Eine vorgingige
Uberpriifung der Aktivitit dieser Losung ist méglich, indem 10 ul Enzymkonjugat
und 1 ml Substratlésung gemischt werden.

7
a)

b)

je 1 ml Substratlésung zugeben

bei Zimmertemperatur wahrend 60 min inkubieren

bei Ablesung zahlreicher Proben sollte die Enzymreaktion durch Zugabe von
100 pl 2 n NaOH pro 1 ml Substrat gestoppt werden.

Fotometrische Messung

Negativkontrolle

Diese wird nur einmal pro Tag angesetzt, d.h. wenn mehrere Proben der gleichen
Art zu untersuchen sind, werden nur einmal 4 Kontrollperlen mitgefiihrt. Der
Negativwert gilt dann fiir alle Proben des gleichen Tages. Proben ganz anderer
Zusammensetzung brauchen eine eigene Negativkontrolle. Aus den 4 optischen
Dichten (OD) der Kontrollperlen wird der Mittelwert (x) und die Stan-
dardabweichung (s) berechnet. [x+3s] (99% Vertrauensgrenze) stellt den Nach-
weisschwellenwert dar. Fiir eine genauere Berechnung des Nachweisschwellen-
wertes eines bestimmten Enterotoxintyps mussen mindestens 4 Kontrollperlen
fir denselben Typ mitgefithrt werden.

Beurteilung der Resultate

Jede Probe, deren OD gleich oder grosser als [x+3s], gilt als POSITIV. Die
Diagnose lautet dann: «Staphylokokken-Enterotoxin vom Typ X nachgewie-
sen». Wird die OD der Probe dividiert durch [x+3s] der Negativkontrolle, erhilt
man einen Faktor f. Entsprechend gilt ein f von gleich oder grosser als 1 als
POSELTY.

Wir empfehlen, bei der praktischen Interpretation der Resultate Zuriickhaltung
zu Uben. Der oben angegebene Schwellenwert ist serologisch-mathematisch
zwar korrekt, aber in praxi kénnen gewisse Lebensmittel unspezifische Bindun-
gen eingehen. Dies gilt vor allem fir SET Typ D, dessen Konjugat eine hohere
Proteinkonzentration aufweist. Faktoren von 1 bis 2 haben keinen grossen
Aussagewert. Erfahrungsgemiss weisen positive Proben im allgemeinen Fakto-
ren von 5-20 auf.

Ringversuche mit kiinstlich kontaminierten Lebensmitteln

Erster Ringversuch

Probenvorbereitung und Versuchsanlage

Ziel des Versuches war die Erkennung SET-positiver und -negativer Proben im

Bereich der Test-Nachweisgrenze im Doppelblindverfahren. Man beschrinkte sich
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hierbei auf den Nachweis von SET-A und SET-D als den am hiufigsten in Lebens-
mittelproben vorkommenden Toxinen (6). Hierzu wurden Extrakte der drei Le-
bensmittel Kise, Teigwaren und Salami mit oder ohne SET-A und/oder SET-D im
Bereich 0-1 ng/ml vorbereitet und verschliisselt an 8 teilnehmende Laboratorien
(A bis H) versandt. Die Gewinnung und Titerbestimmung der hierzu verwendeten
Enterotoxine sind bereits frither von Windemann et al. (7) beschrieben worden.
Total gelangten 9 Proben zur Analyse, zusitzlich zwei Standards mit je 0,5 ng
SET-A bzw. SET-D pro ml. Zuvor war durch dieselben Laboratorien eine Metho-
denvorprifung erfolgt mit Festlegung des zu wihlenden Analysenverfahrens. Die
9 Proben wurden innerhalb von max. drei Wochen nach Erhalt je zweimal analy-
siert.

Resultate und Beurteilung

Wasserige Extrakte der drei Lebensmittel Kase, Teigwaren und Salami wurden
mit Standards von SET-A und SET-D auf die in Tabelle 1 angegebenen Gehalte
eingestellt. In den Tabellen 2 und 3 sind die erzielten Ergebnisse dargestellt.

Die Testergebnisse wurden anhand des Faktors f = OD-Probe dividiert durch
Schwellenwert beurteilt. Proben, die ein f < 1 ergeben, werden als negativ (=)
eingestuft. Liegt f zwischen 1 und 2, so ist die Probe fraglich positiv (£), bet einem
f zwischen 2 und 5 positiv (+) und bei f > 5 deutlich positiv (++). Bei den total 96
Bestimmungen an SET-A-haltigen Lebensmittelproben wurden deren 91 richtiger-
weise als positiv und 4 als fraglich positiv beurteilt. Von den 48 Bestimmungen an
SET-A-negativen Proben wurden deren 41 (f < 1) als solche erkannt und deren 5
(f = 1bis 2) als fraglich positiv eingestuft. Dies zeigt, dass selbst tiefe SET-A-Gehalte
im Bereich 0,25-1 ng/g mit diesem Testsystem noch mit hoher Sicherheit nachge-
wiesen werden konnen. Andererseits geht aus diesen Versuchen im Bereich der
Nachweisgrenze hervor, dass ein Resultat f < 2 vorsichtshalber als negativ beurteilt
werden sollte.

Etwas differenzierter miissen die Resultate mit SET-D beurteilt werden. Die
offensichtlichen Unterschiede im ersten und zweiten Testlauf lassen sich am ein-
fachsten erkliren durch eine Instabilitit von SET-D in Lebensmitteln mit proteo-
lytischer Aktivitat wie Kidse. Bei f > 2 als Beurteilungskriterium fiir ein positives
Ergebnis liegt die Nachweisgrenze von SET-D in Salami und Kise im Bereich oder
etwas liber 0,75 ng/g. In Teigwaren hingegen werden 0,5 bis 1 ng/g SET-D sicher
erkannt. 46 von 48 SET-D-negativen Proben (f < 2) wurden als solche erkannt.
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Tabelle 1.

Schliissel zum Ringversuch zum Nachweis von SET-A und -D in
Lebensmittelextrakten

Toxingehalte in ng/ml
Probe-Nr. Extrakt aus

A D
1 Kise 0,5 0,25
2 Kase 0,25 0,75
3 Kise - =
4 Teigwaren 0,5 0,5
5 Teigwaren - 1,0
6 Teigwaren 1,0 -
7 Salami 23 i
8 Salami 1,0 0,5
9 Salami 0.5 1,0

Tabelle 2.

Nachweis von SET-A in 9 Lebensmittelextrakten durch 8 verschiedene
OD-Probe

Schwellenwert

Laboratorien anhand des Faktors f =

Laboratorium

Probe-Nr. und Testlauf-Nr.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
0 RS s TR0 i OV LS g B ) O e T o L v a8 G S i e
A o a1 et e e B I o I e i B I o e B B I e e
B S R B e e e e e it [ e e R
C el s et I o IR o e o = < e e S o B B I e e
D el el ot 1 o o IR e i I e e B I o B e e e S B
E e ol I e ol I o e e B I o e e B I o o o e e S S S
F 4+ [+ |+ |+ | = | = ||| = | = | FH| | - - |||+ |+
G ++| | ++| 2| = | = |+ + |+ |+ + |- =]+ | |[++]| -
H |+]|+|+lxt=-t=-|+]|F]|=|=f++]|F+]—=-d=|++]+ ]+ |+
=il -
[ = 1Liis2 &
f =2 bis5 +
f>5 Do+t
Weitere Erlauterungen im Text.
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Tabelle 3. Nachweis von SET-D in 9 Lebensmittelextrakten durch 8 verschiedene

: OD-Probe
Laboratorien anhand des Faktors f =
Schwellenwert
Laboratorium Probe-Nr. und Testlauf-Nr.
1 2 3 4 5 6 7 8 9
G Sl e e S e P RTS8 R
A T+ ||+ | 2| = | = |[++|++H|++ |+ = | = | = | =] | ]|+ ]|+
B T |-+ || == |++]|+ |++|++]| - | - |- |- | -] %
C Tl |+ [ == |+FH|[FH |+ [+F = = | £ | £ [++| £ |++]| +
D — | = || x| == |++]|++|++|[++]| = | |+ |+ | + | + |++]|++
(i + | = |++| 2| = | = |+ |+ ++|++| = | = | = = | + | £ |[++]| +
F LRI | — | = | + ||| - — | =2 x]|+ ]+
G - == ===+t x|+ | | -] - + | =+ |-
H Tl -+ || -|=-|+|+|++|+ ||| =-|-||=-|+]+
= -
f=1bis2 : %
f =12bis5 +
i e

Zweiter Ringversuch

Probenvorbereitung und Versuchsanlage

In einem zweiten dhnlich angelegten Ringversuch wurde zusatzlich der Extrak-
tionsschritt einbezogen, wobei man sich diesmal auf total 4 Homogenate der zwei
Lebensmittel Kdse und Salami beschrinkte:

Probe 1: Kise mit 2 ng/g SET-A und 3 ng/g SET-D

Probe 2: Kise mit 1 ng/g SET-A und 1,5 ng/g SET-D

Probe 3: Salamitiberstand mit 1 ng/g SET-A und 2 ng/g SET-D
Probe 4: Salamitiberstand mit 2 ng/g SET-A und 3 ng/g SET-D

Resultate und Beurteilung

Die erzielten Resultate sind in Tabelle 4 zusammengefasst. Von total 54 SET-A-
Bestimmungen mit Kédse und Salami (1-2 ng/g) wurden 53 als positiv erkannt (f > 2).
Von 26 Bestimmungen von SET-D-haltigem Salami im Bereich 2-4 ng/g wurden
alle positiv eingestuft. Beim SET-D in Kise (1,5 bis 3 ng/g) lassen sich die unter-
schiedlichen Ergebnisse beim ersten und zweiten Testlauf wiederum mit der Un-
stabilitit dieses Toxins in diesem Medium erkliren.
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Tabelle 4. Nachweis von SET-A und SET-D in 4 Lebensmittelhomogenaten durch

8 verschiedene Laboratorien anhand des Faktors f = Sciv?;{)efvl\)fzrt

Labor Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4
SET-A SET-D SET-A SET-D SET-A SET-D SET-A SET-D
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
A ++ | * ot — + + - — |+ + |+ + ||+ | |+
B 44+l ++| + | £ |++|++]| = | = |nb.|nb.|nb.|nb. | ++ | ++ | ++ | ++
@ B § SR U ST AT S e | S [ O e S BT SN R R e
D Sl e (R R R [ S R e L et e
E nb.l| + Inb.l - |nb.| ++ |ab.| = [nb.] ++ |nb.| ++ |nb.{ ++ [n.b.| ++
F ++ | ++ | + b S T S T | ++ | ++ | ++ | ++ |+ |+ | |+
G e e = b s [l B e e e e R e
H nbhita tab B=llab fetlinb i =S mb 1+ nb b T a b
= :o—
.= Lhis 2l
= 2his5 +
Fis R
n. b. = nicht bestimmt
Zusammenfassung

Der von Fey et al. entwickelte Immunoassay zum Nachweis von Staphylokokken-Ente-
rotoxinen (SET) wurde in zwei Ringversuchen in § Laboratorien auf die praktische Verwend-
barkeit iberpriift. Hierzu wurde den Lebensmitteln Kise, Teigwaren und Salami bzw. deren
Extrakten SET-A und SET-D im Bereich der Nachweisgrenze (0,25 bis 3 ng/g) zugesetzt und
die Resultate anhand des Faktors f= Optische Dichte der Probe dividiert durch Schwellen-
wert beurteilt. Von total 150 Tests an SET-A-haltigen Proben wurden deren 144 oder 96% als
toxinhaltig (f > 2) erkannt, wihrend von 48 SET-negativen Proben deren 46 (96%) als solche
erkannt wurden (f < 2). SET-D erwies sich in Kise und Salami als instabil. Hingegen wurden
SET-D-haltige Teigwaren (0,5 bis 1 ng/g) in 30 von 32 Proben (94%) als toxinhaltig erkannt
(f > 2). Aufgrund der erzielten Ergebnisse kann das Verfahren als Nachweismethode fiir SET
empfohlen werden.

Résumeé

Le test immunologique pour la détermination des entérotoxines de staphylocoques (SET),
mis au point par Fey et al., a été examiné quant a son utilité pratique, ceci dans le cadre d’un
essai interlaboratoire réalisé par huit laboratoires. Avant I’analyse, les SET-A et SET-D ont
été ajoutées a des denrées alimentaires comme le fromage, les pates alimentaires et le salamu,
respectivement a leurs extraits. L’adjonction a été effectuée de maniére a ce que la concentra-
tion en toxines soit proche de la limite de détection (0,25 23 ng/g). Les résultats sont appréciés
a l’aide du facteur f = densité optique de I’échantillon divisée par la valeur seuil. Sur un total
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de 150 tests effectués sur des échantillons contenant de laSET-A, 144 ou 96% ont été reconnus
positifs (f >2); des 48 échantillons SET-négatifs, 46 (96 %) ont été identifiés comme tels (f < 2).
Dans le fromage et le salami, la SET-D s’est révélée instable. Par contre la présence de toxine
(f > 2) a pu étre prouvée dans 30 (94%) des 32 échantillons de pates alimentaires enrichis en
SET-D (0,5 2 1 ng/g). Sur la base des résultats obtenus, ce procédé peut donc étre recommandé
comme méthode pour la détermination des SET.

Summary

The practicability of a commercially available ELISA-system for the detection of staphy-
lococcal enterotoxins was evaluated. SET-A and SET-D in a concentration range (0.25 to
3 ng/g) close to the detection limit were added to cheese, pastry and salami and the extracts
analyzed in two collaborative studies with 8 laboratories. 144 (96%) of a total of 150 food
samples containing SET-A and 46 (96 %) of 48 SET-negative samples were analyzed correctly.
SET-D was found to be instable in cheese and salami. 30 (94%) out of 32 samples of pasta
containing SET-D (0.5 to 1 ng/g) were analyzed correctly. Therefore the method can be
recommended for the detection of staphylococcal enterotoxins in various foods even at low
concentrations.
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