CH 6.7. Stanovenie chloramfenikolu metédou ELISA v surovinach rastlinného a
Zivoc¢iSneho povodu
1. P6évod metody
Navod k kitu Elisa, EURO- PROXIMA, The Netherlands, dodavatel’ firma Noack-Slovakia,

spol. s.r.o

2. Princip metody

Chloramfenikol CAP EIA je kompetitivna enzymova imunoanalyza. Kazda jamka je
potiahnutd ov¢ou protilatkou pre krali¢iu IgG. Specifickd protilatka (rabbit anti-
CAP),enzymovo znaceny CAP (konjugat) a CAP Standard alebo vzorky sa priddavaju do
jamiek a nasledne inkubuju. Specifické protilatky sa navizuji pomocou imobilizovanych
protildtok a v rovnakom case vol'ny CAP (pritomny v Standardoch alebo vo vzorkach) a
enzymovo konjugovany CAP superia o CAP vidzbové miesto protilatky (kompetitivna
enzymova inunoanalyza). Po hodinovej inkubdcii nenaviazané (enzymovo znacené) reagenty
sa odstrania premytim. Mnozstvo CAP enzymového konjugatu sa zvyrazni pridanim
chromogénového substratu (tetramethylbenzidine, TMB). Naviazany konjugat zmeni farbu z
bezfarebného na farebny produkt. Reakcia so substratom je ukoncena pridanim stop roztoku
(kyselina sirova). Intenzita sfarbenia sa meria fotometricky pri 450nm. Optickd hustota je

nepriamo umerna CAP koncentracii vo vzorke.

3. Pouzité pristroje
Elisa reader
centrifuga

trepacka

mixeér

4. Zoznam chemikalii
octan etylnaty
izooktan

chloroform

roztoky z Kkitu

5. Priprava Standardov a pracovnych roztokov



Pracovné roztoky pripravit’ podl'a navodu v Kite.

Standardné roztoky 2.0; 0.5; 0.2; 0.1; 0.05; 0.025 ng / ml. sa pripravené v riediacom pufre,
v Kite pripravené na priame pouzitie.

Ak sa pouzivaju altrnativne matrice vzoriek, Standardy alebo spiky, musia sa pripravit do
matrice vzorky pomocou 100ng/ml roztoku Standardu v Kite.

Skladovat’ v tme pri +2-8°C.

Standard 100ng/ml: na pripravu $tandardov alebo spikov pouZit' roztok $tandardu 100 ng
CAP na ml. Riedit’ Standard v prislusnej matrici, tak, aby sa dosiahol rozsah 2; 0.5; 0.2; 0.1;
0.05; 0.025 ng/ml (volitel'ne:0.0125ng/ml). Taktiez nulovy Standard moéze byt rovnaka
matrica.

premyvaci pufer (risning buffer): 20 x koncentrovany

Pripravit’ pred analyzou.

Na jeden strip je potrebnych asi 40ml nariedené¢ho pufru.

(2ml koncentratu+38ml dest.vody)

riediaci pufer ( dilution puffer): 4 x koncentrovany

Pred nariedenim nechat’ vytemperovat na izbovl teplotu a dokladne premieSat (20ml
koncentrovaného pufru+60ml dest. vody). Nariedeny pufer mozno skladovat’ v chladnicke pri
2°C-8°C, kym neuplynie doba expirdcie uvedena na obale.

Konjugat

Rekonstituovat’ vialku s lyofilizovanou protilatkou (CAP-HRPO) so 4ml rekonstituéného /
nulového pufru, premiesat’ a uchovéavat’ v tme.

Protilatka ( antibody solution)

Rekonstituovat’ vialku s lyofilizovanou protilatkou so 4ml rekonstituéného / nulového pufru,
premiesat’ a uchovavat’ v tme.

Substrat

V kite je pripraveny na priame pouzitie. Zraza sa pri 4°C. Pozor na to, aby tato flasti¢ka bola
pri izbovej teplote drzana v tme, pred pipetovanim premieSat’.

Rekonstituény / nulovy Standardny pufer: na priame pouZitie.

Pouziva sa na pripravu z lyofilizovaného konjugétu a protilatky ako aj nulovy Standard.

6. Priprava vzorky
Mlieko:
Vzorky mlieka je mozné analyzovat priamo. Odtu¢nené suSené mlieko pripravit’ pridanim

vody (napr. 10g suSeného mlieka+60ml dest. voda).



10x nizsi detek¢ény limit sa dosiahne extrakénou metodou.
Susené mlieko: 10g susené¢ho mlieka+60ml dest.vody a pouzitie extrakénej metody: CAP
ekvivalent od¢itat’ z kalibracnej krivky a musi sa vynasobit’ faktorom 0,7 na ziskanie vysledku

v ng CAP/g suSené¢ho mlieka. (faktor 0,7).

pouZzitie priamej metody: CAP ekvivalent od¢itany z kalibracnej krivky sa musi vynasobit’
7 (napr. 10g susené¢ho mlieka+60ml dest.vody) (faktor7).

Priama metéda

Pre neriedené odtu¢nené vzorky mlieka je efekt matrice kriticky faktor. Postup musi byt’
striktne dodrzany, aby sa zabranilo vplyvu tukovych castic. pH vzorky je druhy kriticky
faktor. Kyslé mlieko rusi EAI test, preto je neutralizacia nevyhnutna.

Centrifugovat’ studené mlieko 15 minGt pri 20000t./ min. pri teplote 0-4°C. Odstranit’ vrchna
tukovu ¢ast’ pomocou $pachtli¢ky. Na analyzu pouzit’ 50ul (faktor 1)

CAP ekvivalent v mlicku (ng/ml) sa od¢ita priamo z kalibracnej krivky CAP ekvivalent

v mlieku (ng/ml) sa od¢ita priamo z kalibra¢nej krivky (faktor 1)

Extrakéna metoda

Odtu¢nit’ Sml mlieka ako je to uvedené pri priamej metdde.

Odpipetovat’ 2,5ml dekantovaného(odtu¢neného) mlieka do skimavky, pridat Sml octanu
etylnatého, a pretrepat’ I minatu. Nechat’ postat’ 5-10 minut aby sa fazy oddelili , odpipetovat
4ml (horna vrstva -etylacetatovej) a odparit’ pri 50°C pod miernym pridom dusika.

Odparok rozpustit' v 200ul vzorkového zried’ovacieho pufru (2ml mlieka / 200ul pufru) .
Na Elisa stanovenie pipetovat’ 50ul . (faktor 0,1)

Vzorka mlieka je 10 x koncentrovana a koncentracia odc¢itana z kalibracnej krivky sa musi
delit’ 10. (faktor 0,1)

Moc¢

Vzorky mocu sa analyzuju po 5-nasobnom zriedeni v pufri. Niz$i detekény limit je mozné
dosiahnut’ extrakénou metédou. Specidlne pre ,tmavy/Spinavy” moé¢ je tito metoda
doporucena. Pri pouziti priamej metody skontrolovat’ pH po nariedeni pufrom (pH 7+/-).
Priama metéda

Pridat’ 800ul pufru k 200ul mocu a premiesat. Zmes centrifugovat’ 10 min. pri 2000 ot./min.

Na analyzu zobrat’ 50ul supernatantu.



Mnozstvo CAP v moci je vyjadrené ako CAP ekvivalent (ng/ml). CAP ekvivalent v moci
(ng/ml) koreSponduje s % maximalnej absorbancie pre kazdi vzorku od¢itanu z kalibracnej
krivky. Takto vypocitany CAP ekvivalent vynasobit’ 5 na ziskanie CAP ekvivalentu v moci.
(faktor 5)

Extrak¢éna metéda

K 1ml mocu pridat’ par kvapiek 1M kyseliny octovej na tipravu pH na 4,8. Premiesat’ a pridat’
25ul extraktu a inkubovat cez noc pri 37°C alebo 2hodiny pri 55°C. Ochladit’ na izbovl
teplotu a upravit’ pH na 7+/-0,5. Pridat’ 2ml octanu etylnatého, premiesat’ 1 minttu. Pockat’ 5-
10 min. na tvorbu separicie a odparit 1ml vrchnej vrstvy (etyl acetatovej) pri 50°C pod
pradom dusika. Odparok rozpustit’ v 200ul vzorkového riediaceho pufru( 0,5ml mocu/200ul
pufru). Na analyzu pouzit’ 50ul

Vzorky mocu oSetrené glukuroniddzou a extrahované (0,5ml mocu/200ul pufru) sa 2,5-krat
koncentrované a koncentracia od¢itana z kalibra¢nej krivky musi byt delena 2,5

(faktor 0,4)

Med

Navazit 3g medu do skamavky, pridat 3ml dest. vody, premiesat. Pridat 6ml octanu
etylnatého, premieSat’ a 10 minut centrifugovat’ pri 2000 / min.

Odpipetovat’ 4ml octanoetylnatej fazy do skimavky. Odparit’ pri 50°C pri miernom prude
dusika. ZvySok rozpustit v 1ml vzorkového zried'ovacieho pufru. Na Elisa stanovenie
pipetovat’ S0ul

Pre vypocet CAP koncentracie vo vzorke sa musi CAP ekvivalent od¢itany z kalibracnej
krivky vydelit’ faktorom 2. (faktor 0,5)

Poznamka:

Nepurifikovany med mé tendenciu byt ,,tucny”. Ak sa po odpareni vytvoria tukové rezidua,
rozpustit’ ich v 1ml zmesi isooktan—trichlormetan v objemovom pomere (2:3). (Miesto zmesi
isooktan—trichlormetan mozno pouZit n hexan. Ak sa pouZije isooktan-trichlormetan,

odpipetuje sa 50ul vrchnej vrstvy, ked’ n-hexan, odoberie sa 50ul spodnej vrstvy.

Tkanivo ( miso,pecen, ryby, krevety)
Vzorku zhomogenizovat a navazit 3g zhomogenizovanej vzorky do skimavky. Pridat’ 6ml
octanu etylnatétho a mieSat’ 10mintt. Centrifugovat’ 10minat pri 2000 otdok / min.

Odpipetovat’ 4ml octanovoetylnatej fazy do skiimavky a pri 50°C octan odparit’ pod miernym



pradom dusika. Mastny zvySok (tukové rezidud) rozpustit v 1ml zmesi izooktan /
trichlormetan v objemovom pomere 2:3 a pridat 1ml vzorkového zried’ovacieho pufru.
PremieSat’ 1 minutu a centrifugovat’ 10 minuat pri 2000 otdcok / minttu. Na Elisa stanovenie
pipetovat’ 50ul hornej vrstvy ( 2g tkaniva / ml).

Poznamka: V pripade tvorby emulzie vo vrchnej vrstve, skimavku vlozit’ do vodného kupel'a
(asi 5 min. pri 80°C) a znova centrifugovat’.

Na Elisa stanovenie pipetovat’ 50ul hornej vrstvy(2g tkaniva / ml).

CAP evivalent vypocitany z kalibracnej krivky sa musi vydelit' 2 na vyjadrenie koncentracie
(ng/g) v tkanive. (faktor 0,5)

(Miesto zmesi isooktan-trichlormetdin mozno pouzit n-hexdn. Ak sa pouzije isooktan—
trichlormetan, odpipetuje sa 50ul vrchnej vrstvy, ked n-hexan, odoberia sa 50ul spodnej
vrstvy.

Lepsia vytaznost’ sa dosiahne pri pouziti zmesi izooktan / trichlormetan.

Alternativna metéda pre kraby, ryby

Zhomogenizovat asi 50g vzorky. Navazit 10g zhomogenizovanej vzorky do skumavky.
Pridat’ 20ml octanu etylnatého, premiesat’ 10 min. a centrifugovat’ 10 min. pri 2000 ot./ min.
alebo prefiltrovat’. Odobrat’ 10ml etylacetatovej vrstvy do skiimavky a odparit’ do sucha pod
miernym prudom dusika. Mastny zvySok (tukové rezidud) rozpustit v 2ml zmesi
izooktan/trichlormetan v objemovom pomere 2:3 a pridat Iml vzorkového zried'ovacieho
pufru alebo v 2ml n-hexanu a pridat’ 1ml vzorkového zried'ovacieho pufru. Premiesat’ minttu
a centrifugovat’ 10 minut pri 2000 otac¢ok / minutu.

Poznamka: V pripade tvorby emulzie vo vrchnej vrstve, skimavku vlozit' do vodného kupela
(asi 5 min. pri 80°C) a znova centrifugovat’ 10 minut pri 2000 otd¢ok / mintitu.

Pouzitim Pasteurovej pipety odobrat’ ¢iru vrchnll vrstvu (v pripade n-hexdnu spodnu vrstvu )
do skiimavky. Pridat’ d’al$i 1ml zmesi izooktan/trichlormetan v objemovom pomere 2:3 (alebo
1ml n-hexanu). Dokladne premiesat’ a centrifugovat’ ako je popisané vyssie.

Na Elisa stanovenie pipetovat’ 50ul hornej vrstvy (2g tkaniva/ml), v pripade n-hexanu 50ul
spodnej vrstvy.

CAP ekvivalent od¢itany z kalibrac¢nej krivky sa musi vydelit' faktorom 5 na ziskanie ng/g

kraba, ryby. (faktor 0,2 )

Vajcia
Zhomogenizovat’ celé vajce, navazit' 1g do skimavky, pridat’ 6ml octanu etylnatého a miesat

1 minatu. Pri prili§ opatrnom mieSani extrakt zgélovatie. Centrifugovat’ 10 minut pri 2000



otacok/ minttu, odpipetovat’ 3ml etylacetatovej vrstvy do skiimavky a odparit’ pri 50°C pod
pradom dusika.

Mastny zvySok rozpustit’ v 1ml zmesi izooktan/trichlormetan v objemovom pomere 2:3 a
pridat’ 0,5ml vzorkového riediaceho pufru. Premiesat’ 1 minttu a centrifugovat’ 10 minut pri
2000 otackach / minutu.

Pozn.: V pripade emulzie vo vrchnej vrstve ponorit’ skimavku na kratku dobu (priblizne 5
min) do vodného kuapela 80°C a opit’ scentrifugovat. Na Elisa stanovenie pipetovat’ 50ul
hornej vrstvy (1g celych vajec, Zitka alebo bielka / ml vzorkového riediaceho pufru).

CAP ekvivalent v celom vajci, Zitku alebo bielku (ng/ml) sa od¢ita priamo z kalibragnej
krivky. (faktor 1)

Sérum / plazma

K Iml séra / plazmy pridat’ 2ml octenu etylnatého,1 minutu premiesat’, nechat’ postat’ 5-10
minut na oddelenie faz, alebo centrifugovat’ 10 min. pri 2000 otacok/min. . Odpipetovat’ 1ml
(horna vrstva etylacetatovd) a odparit’ pri 50°C pod miernym pradom dusika. ZvySok
rozpustit’ v 500ul vzorkového riediaceho roztoku ( 0,5ml séra / plazma / 500ul pufru ). Na
Elisa stanovenie pipetovat’ 50ul .

CAP ekvivalent je mozné od¢itat’ priamo z kalibra¢nej krivky. (faktor 1)

Krmivo

Vicsie mnozstvo krmiva zhomogenizovat, navazit' 5g zhomogenizovaného krmiva, pridat’
20ml destilovanej vody. Zo zmesi odpipetovat Sml do skiimavky, pridat 10ml octanu
etylnat¢tho a pretrepat’ 30minat. Centrifugovat 10minut pri 2000 otaCkach/minutu.
Odpipetovat’ 5ml hornej vrstvy (etylacetatovej) do skimavky a odparit’ pri 50°C pod miernym
pradom dusika. Tukové rezidua rozpustit’ v 0,5ml zmesi izooktan/trichlormetan v objemovom
pomere 2:3 a pridat’ 0,5ml vzorkového riediaceho pufru. PremieSat’ 1 minatu a centrifugovat’
10 minut pri 2000 ota€kach/minutu.

Na Elisa stanovenie pouzit’ 50ul ( horna vrstva).

Pozn.: V pripade emulzie vo vrchnej vrstve ponorit’ skimavku na kratku dobu (priblizne 5
min. ) do vodného kupela 80°C a opit scentrifugovat’.

Na Elisa stanovenie pipetovat’ 50ul hornej vrstvy.

CAP ekvivalent sa od¢ita priamo z kalibraénej krivky. (faktor 1)

7. Podmienky stanovenia



Kit skladovat’ pri 2-8°C na tmavom mieste. Po uplynuti doby expiracie uvedenej na obale nie
je vyrobcom zarucena kvalita reagentov. Po vybrati platnicky z obalu je potrebné zabranit
tvorbe kondenzécie. Pred otvorenim nechat’ vytemperovat’ na izbovu teplotu. Rekonstituovat’
a riedit’ roztoky pred pouzitim po vytemperovani na izbovu teplotu.

Po rekonstutiicii lyofilizovanej protilatky—roztok je stabilny 6 mesiacov pri skladovani 2-8°C.

Po rekonstuticii konjugétu - roztok je stabilny 2 mesiace pri skladovani 278°C.

Alternativne, po rekonstiticii protilatky a konjugatu, rozdelit’ ich na alikvotné podiely a
skladovat’ v mrazni¢ke pri —20°C po dobu jedného roka.

Substrat a $tandardy skladovat’ v chlade pri 2-8°C do doby expiracie uvedenej na obale. Je
nutné zabranit’ styku chromogénového substratu so svetlom. Substrat krystalizuje pri 4°C.

Ak sa spozoruje jedno z vyssie uvedeného, moze to indikovat’ degradaciu reagentov:- modré
sfarbenie substratu pred pridanim do jamky- slabd alebo ziadna farebnd reakcia nulového
Standardu E450nm <0,8.

Stop roztok obsahuje 0,5M kyselinu sirovi. TMB substrat je toxicky pri vdychnuti. Kazda
jamka sluzi ako malé optické kyvetka, preto nie je vhodné sa dotykat’ jej dna ani z vonkajSej
ani z vnatornej strany.

0.D. standard (alebo vzorka)

.................... - - x 100 = % maximalnej absorbancie

O. D. nulovy Standard

Kalibra¢na krivka:

Hodnoty (% z maximalnej absorbancie ) vypocitané pre Standardy su vynesené do grafu (Y
os) verzus CAP koncentracidm (mg/ml) na logaritmickej X-osi. Kalibra¢na krivka je linearna
v rozsahu 0,025-2ng/ml.

Alternativa kalibra¢nej krivky:

Hodnoty absorbancie Standardov (logit) sa vynesi na Y-ova 0s a CAP ekvivalenty

koncentracii na logaritmicku X-ovu os, alebo pouZit’ programovy softwer.

8. Meranie

Pridat’ 100ul rekonstrukéného/nulového Standardného pufru do jamky Al. Pridat 50ul
rekonsStrukéného/nulového Standardného pufru do jamky BI1. Pridat’ 50ul Standardov do
jamiek a 50ul vzoriek do d’asich jamiek., 25ul konjugatu (CAP-HRPO ) do vsetkych jamiek,
okrem Al.a 25ul antibody roztoku do kazdej jamky, okrem Al. Prikryt’ platnicku foliou a



premiesat’ na trepacke 1 minttu. Inkubovat’ hodinu v tme pri 4°C (v chladni¢ke). Po inkubécii
vyliat’ roztoky z platnicky a mikrotitracni platnicku premyt 3x s premyvacim roztokom.
Pridat’ 100ul substratu do kazdej jamky a inkubovat’ 30 mintt pri laboratornej teplote. Pridat’
100ul zastavovacieho roztoku do kazdej jamky. Odcitat” hodnotu absorbancie pri 450nm.

Poznamka: v pripade alternativnych matric: ak sa pouzivaji alternativne matrice vzoriek,
Standardy alebo spiky sa musia pripravit' do matrice pomocou 100mg/ml roztoku Standardu

v kite.

9. Kalibracia a vyhodnotenie

Udaje su vyhodnotené 2—parameter/login—log/ metédou, pricom kalibraéna krivka udéva
zavislost’ absorbancie od koncentracie. Zostrojenim kalibraénej krivky (zavislost” absorbancie
od koncentracie ng / ml) 6 Standardov mdze byt koncentracia chloramfenikolu urcend priamo
z kalibra¢nej krivky alebo pomocou programového sofrwaru.

Odcitat’ priemerni opticki hustotu (O.D.) blanku-jamka A1l od jednotlivych OD jamiek
obsahujucich Standardy a vzorky. O.D. hodnoty Standardov a vzoriek si delené priemernou
hodnotou O.D. nulového Standardu (jamka B1) a nasobené 100.

Nulovy Standard je rovny 100% (maximalna absorbancia) a ostatné O.D. hodnoty st

stanovené percentami z maximalnej absorbancie.

CAP—kit vyuziva $pecificku krali¢iu protilatku. Reaktivita protilatky:

krizova reaktivita: chloramfenikol: 100 %
chloramfenikol-glucuronide: 65 %
chloramfenikol-base: <« 1%
Thiamfenikol: 1%
Florfenikol: : <« 1%

Kalibra¢na krivka je prakticky linearna v rozsahu 0,025-25ng/ml. Kvdli krizovej reaktivite

CAP s CAP glukuronidom nie je nutnd hydrolyza vzorky pre priame stanovenie.



