CH7.3.

Dokaz pritomnosti zeranolu a jeho metabolitov v mo¢i a vo svale
metodou ELISA

1. URCENIE METODY

Je to nepriama kompetitivna enzymova imunoanalytickd metdéda na  dokaz
pritomnosti zeranolu v moci a vo svale sapravou ELISA. Je vhodna na skriningové ucely.

2. PRINCIP METODY

Zakladom testu je reakcia protilatka — zeranol/zearalenone. Protildtka je vysoko
Specificka pre obe anabolické zlozky zeranolu a ich metabolity. Po inkubacii a odstraneni
nadbytku konjugatu premytim sa prida eSte substrat (tetramethylbenzidin — TMB),
s ktorym konjugovany enzym zreaguje na farebny derivat substratu. Intenzita sfarbenia je
nepriamo uUmernd hladine naviazanej Specifickej protilatky adda sa kvantifikovat
fotometricky pri 450 nm.

3. POMOCKY
3.1. PRISTROJE A ZARIADENIA

- vahy

- vodny kupel’ (37 £2) °C

- pH meter

- homogenizator Ultra Turrax

- trepacka

- centrifliga

- termoblok (60 + 2 °C) s koncentratorom vzoriek napojenym na N
- extrakénd jednotka pre SPE

- separacné kolonky C18 na SPE

- mikropipety jednokanalové, viackanalové

- ELISA reader spektrofotometer (450 nm) + PC

3.2. CHEMIKALIE A ROZTOKY

- terciarny butylmetyléter p.a.

- metanol p.a.

- B-glukuronidaza from Escherichia coli

- kyselina octova (CH3COOH) p.a.

- octan sodny (CH3COONa) p.a.

- dihydrogenfosfore¢nan sodny monohydrat (NaH,PO4 x H,0) p.a.
- hydrogenfosfore¢nan disodny dihydrat (Na,HPO,4 x 2H,0) p.a.

- kyselina chlorovodikova HCl, p.a.

- chloroform, p.a.



- hydroxid sodny, p.a.

- dihydrogenfosforecnan draselny monohydrat KH,PO,4 x H,O p.a.
- hydrogenfosfore¢nan didraselny dihydrat K,HPO,4 x 2H,0 p.a.

- tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

- chlorid sodny NaCl, p.a.

- NaOH, p.a.

3.3. PRIPRAVA ROZTOKOV

- 20mM Tris-HCI pH 8.5 / metanol 80:20,— 2,42 g Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan do 700 ml dest. vody + 200 ml methanol (100%), upravit' pH na
8,5 pomocou HCI a doplnit’ do 1000 ml dest. vodou

- 20 mM PBS pufor, pH 7.2 — 0.55 g NaH,PO,4 x H,O + 2.85 g Na,HPQO, x
2H,0 + 9 g NaCl rozpustit’ v dest. H,0O, doplnit’ objem na 1000 ml

- 75 mM fosfatovy pufor, pH 6.8 — 10,2 g KH,PO, do 1000 ml dest.vody,
13,069 KoHPO4 do 1000 ml dest. vody, zmieSat’ roztoky v pomere 1:1
a upravit’ pH na 6,8

- fosftatovy pufor /Tween
Rozpustit’ v 1000 ml destilovanej vody:
1,159 Nay;HPO,
0,200 KH,PO4
0,20g KClI
30,0g NaCl
0,5 ml Tween 80
10g BSA

4. BEZPECNOST PRI PRACI

Vsetky extrakéné a Cistiace kroky uskutoénit’ pod ventilaénym zariadenim s odtahom pri
pouziti ochrannych rukavic.

5. PRACOVNY POSTUP

Po zaevidovani vzoriek do laboratoria vzorky uloZit’ do mraznicky. Pred pripravou vzoriek
nechat’ vzorky vytemperovat’ na laboratornu teplotu a postupovat’ podl'a postupu.

5.1 PRIPRAVA VZORIEK
A) Priprava vzorky — mo¢

- zriedit' 0,5 ml moc¢u 3 ml 75 mM fosfatového pufra, pH 6,8

- pridat 8 ul B- glukuronidazu from Escherichia coli

- hydrolyza 3 hod. pri 37 °C (alebo cez noc pri lab. teplote)

- purifikécia na koloénkach C18:

- vytemperovat vzorky a reagencie na lab. teplotu, prietok 1 kvapka/s
- premyt koldénku 3 ml 100% metanolu

- premyt kolonku 2 ml 20 mM Tris-HCl/methanol

- aplikovat’ vzorku



premyt kolonku 2 ml 20 mM Tris-HCl/methanol

premyt’ kolonku 3 ml 40% metanolu

vysusit’ kolonku 2 min

eluovat’ vzorku 1 ml 80% metanolu pri 15 kvapiek/min

eluat odparit’ do sucha pri 60 °C a pod pradom dusika

odparky skladovat’ v mrazni¢ke max. 6 mesiacov

tesne pred nandSanim na platnicku odparky rozpustit’ v 0,5 ml fosfatového pufra
Tween

Z tohto roztoku nanésat’ 2x 50 ul na platnicku

B) Priprava vzorky — sval

odstranit’ tuk, zomliet' vzorku na mésovom mlync¢eku, alebo pokrajat’ na malé kusky
10 g pomletej vzorky homogenizovat’ s 10 ml 20 mM PBS pufra, pH 7,2

2 g homogenatu extrahovat’ s 10 ml terc. butylmetyléteru 30 min.

centrifugovat’ 10 min. / 4000g / 15°C

supernatant (éterova vrstva) preniest’ do Cistej skimavky (so zabrusom)
supernatant odparit’ pri 60°C pod prudom N,

odparok rozpustit' v 1 ml chloroformu

pridat 3 ml 1 M NaOH, na vortexe mieSat’ 30 sec.

centrifugovat’ 10 min, 4000 G, 15 °C

hornt vodnt fAzu (NaOH) extrakt) preniest’ do Cistej skimavky

pridat’ 250 pl kys.octovej (96%), 5 ml terc. butylmetyléteru

mieSat’ na vortexe 30 sec.

centrifugovat’ 10 min, 4000 G, 15 °C

vzorku vymrazit pri -25 °C, 60 min

supernatant (éterova vrstva) preniest’ do Cistej skumavky a odparit’ pod pradom
dusika pri 60 °C

odparky skladovat’ v mrazni¢ke max. 6 mesiacov

tesne pred nandSanim na platnicku odparky rozpustit’ v 0,5 ml fosfatového pufra
Tween

Z tohto roztoku nanésat’ 2x 50ul na platnicku

5.2. PRIPRAVA MERANIA: ELISA - Zeranol

platnicku a vSetky reagencie vytemperovat’ na laboratornu teplotu, supravu skladovat’
V chladni¢ke, nesmie zamrznut’

oznacit’ protokol a platnicku

pocas prace zabranit’ vysuSeniu jamdk v mikroplatnicke!

zamedzit' pristupu priameho slne¢ného svetla pocas jednotlivych inkubaénych
period!

Standardné roztoky:

Rozpustit’ lyofilizovany Standardny roztok v2 ml  diluéného pufra. Ziskame
koncentraciu Zeranolu 5 ng/ml — zasobny roztok. Tento roztok sa d’alej nariedi tak,
aby sme ziskali koncentracie: 1,0; 0,5; 0,25; 0,125; 0,063 v ng/ml.

Rozpusteny lyofilizovany Standardny roztok je mozné skladovat’ v chladnicke pri
teplote 2 — 8 °C maximalne tyzden.

substratovy roztok, pripraveny na pouZitie, po vytemperovani skontrolovat’ obsah,
pretoze pri skladovani pri 4°C sa zraZa!



- enzymaticky konjugat opatrne premiesat’, zriedit 4 ml dilu¢ného pufra, ulozit’ do tmy
az do pouzitia.

- protilatku zriedit’ 4 ml dilu¢ného pufra

- premyvaci (rinsing) pufor zriedit’ 20 x destilovanou vodou

5.3. POSTUP ELISA

- Pri kazdom merani nanaSat’ na platni¢ku 6 nariedenych standardnych roztokov :
(koncentracie: 0 pg/l; 0,0625 pg/l; 0,125 pg/l; 0,25 ug/l; 0,50 pg/l; 1,0 ug/l;),
pripravené vzorky a pozitivnu a negativnu kontrolu.

- Pozitivhu aj negativnu kontrolu pripravit zinterného referencného materidlu
s pridavkom $tandardu o koncentracii 0,5 pg/l; resp. 0 pg/kg rovnakym postupom ako
je postup spracovania vzoriek

- na platni¢ku naniest’ 2x (Al, B1)100 pl dilu¢ného fosfatového pufra, 2x 50ul
diluéného fosfatového pufra (zero Standardu), 50 pl Standardov, 50 pl zriedenej
vzorky

- do kazdej jamky okrem A1, B1 pridat’ 25 pl zriedeného konjugétu

- do kazdej jamky okrem A1, B1 pridat’ 25 pl protilatky

- dobre premiesat’, inkubovat’ 1 hodinu v tme pri 37 °C

- potom vyliat’ obsah platni¢ky , odsat’ na papierovej vate

- premyt’ 3 x 300 ul premyvacieho (rinsing) pufra, po vyliati vZdy odsat’ na papierove;j
vate

- do kazdej jamky pridat’ 100 pl substratu

- dobre premiesat’, inkubovat’ 30 min pri laboratdrnej teplote (20 — 25)°C, v tme

- pridat’ 100 pul STOP ¢inidla, premieSat, merat’ absorbanciu pri 450 nm (od¢itat do
30 min)

6. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV

Priebeh kalibracnej krivky je priloZzeny ku kazdej stprave, ako aj ku kazdému vysledku
merania. Koncentraciu zeranolu vo vzorke (v pg/l, resp. pg/kg) vypocitana z kalibracne;j
krivky treba nésobit’ zried'ovacim faktorom.
Zried’'ovaci faktor pre vzorky mocu =1,

presval =0,5 ak bol dodrzany pracovny postup.
Priebeh kalibra¢nej krivky a namerané hodnoty st vyhodnotené softvérom Ridasoft alebo
Revelation.
Meranie je platné ak A(zero Standardu) pri 450 nm > 0,6.
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