CH 7.5. Dokaz pritomnosti boldenonu v mo¢i metodou ELISA

1. URCENIE METODY

Je to kompetitivne enzymoimunoanalytické stanovenie na ddokaz pritomnosti boldenonu
V moc¢i, vhodna ako skriningova metoda.

2. PRINCIP METODY

Mikrotitracné platni¢ka je dodavana potiahnuta protilatkami boldenonu. Boldenon (antigén)
ak je pritomny v Standarde alebo vo vzorke konkuruje boldenonu znacenému chrenovou
peroxidazou ( enzymovo znaceny antigén) pre limitovany pocet miest protilatok na platnicke.
Po inkubacii pri laboratornej teplote prebehne konkurenc¢na reakcia a mikrotitraéna platnicka
sa potom premyje , aby sa odstranili prebyto¢né reagencie. Do jamiek sa pridd enzymovy
substrat a platnicka sa inkubuje. Pocas inkubacie sa vyvija sfarbenie, farebna reakcia sa
zastavi pridavkom stop roztoku, ¢o vedie k zmene farby z modrej na ZItu. Vykona sa meranie
absorbancie pri 450 nm.

3. POMOCKY
3.1. PRISTROJE A ZARIADENIA
- centrifiiga
- mikropipety s nastavitelnym objemom jednokanalové, viackanalové
- ELISA reader spektrofotometer (450 nm) + PC
3.2. CHEMIKALIE A ROZTOKY
- destilovana voda
- vSetky potrebné roztoky su dodavané v ELISA stuprave
4. BEZPECNOST PRI PRACI
Vsetky extrakéné a Cistiace kroky sa uskuto¢nuju pod ventilaénym zariadenim s odt'ahom
pri pouZziti ochrannych rukavic.

5. PRACOVNY POSTUP

Po zaevidovani vzoriek do laboratoria vzorky uloZit’ do mrazni€ky. Pred pripravou vzoriek
nechat’ vzorky vytemperovat’ na laboratérnu teplotu a postupovat’ podl'a postupu.

5.1. PRIPRAVA VZORIEK
centrifugovat’ mo¢ 10 min, 4000 g, 20 °C

- vzorku zriedit' 10 krat, 50 ul mocu + 450 pl zriedeného diluent/wash pufru zo
supravy



5.2. PRIPRAVA MERANIA: ELISA - Boldenon

- platnicku a vSetky reagencie vytemperovat na laboratérnu teplotu, supravu
skladovat' v chladnicke

- oznacit’ protokol a platnicku

- pocas prace zabranit’ vysuseniu jamok v mikroplatnicke!

- zamedzit’ pristupu priameho slnecného svetla pocas jednotlivych inkubacnych
period!

- diluent/wash pufor: obsah vialky zriedit s 970 ml deionizovanou vodou, pri
skladovani v chladnicke je staly 30 dni

- enzymovy konjugat: 20 ul konjugatu zriedit’ so 4 ml diluent/wash pufra — staci na 4
stripy

5.3. POSTUP ELISA

- Pri kazdom merani nanasat’ na platnicku 6 Standardov zo supravy ( koncentracie:
Opg1™; 0,11 pgl™0,23 pgl™; 0,6 pgl™; 1,0 pgl™; 5,2 pgl™), pripravené vzorky
a pozitivnu a negativnu kontrolu.

- Pozitivnu aj negativnu kontrolu pripravit’ z intern¢ho referen¢ného materialu
s pridavkom $tandardu o koncentracii 0,5 pg.1™, resp. 0 pg.I™ rovnakym postupom
ako je postup spracovania vzoriek

- Do kazdej jamky pridat’ 75 pl assay pufru zo stpravy

- Do kazdej jamky pridat’ 25 pl Standardu, pripravenej vzorky (vzorky aj Standardy
nanasat’ duplicitne - paralelky), pozitivnu a negativnu kontrolu

- Do kazdej jamky pridat’ 25 pl zriedeneho konjugatu

- Dobre premiesat, prekryt’ s parafilmom ainkubovat’ 1 hodinu pri laboratornej
teplote (20°C az 25 °C)v tme. Potom obsah platni¢ky vyliat'.

- Premyt’ 6 x 250 ul diluent/wash pufrom v 10 — 15 min intervaloch

- Odsat’ na papierovej vate

- Do kazdej jamky pridat’ 125 pl substratu

- Dobre premiesat’, inkubovat’ 20 min pri laboratornej teplote v tme

- Pridat’ 100 pul STOP ¢inidla, premiesat, merat’ absorbanciu pri 450 nm (od¢itat’”  do
10 min.)

6. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV

Priebeh kalibracnej krivky vyhodnotime so software REVEL. Koncentraciu boldenonu vo
vzorke (v pg.1™t) vypogitana z kalibragnej krivky treba nasobit’ zriedovacim faktorom.
Zried’'ovaci faktor pre vzorky mocu = 10, ak bol dodrzany pracovny postup.
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