CH 7.9. Dokaz pritomnosti Dexametazonu a kortikosteroidov metédou
ELISA

1. URCENIE METODY

Je to nepriama kompetitivna enzymova imunoanalyticka metdoda na dokaz pritomnosti
kortikosteroidov ako dexamethasone, betamethasone, flumethasone, triamcinolone a
prednisolone v mlieku, mo¢i, peceni, vo svale a v krmivach supravou ELISA. Je vhodna
na skriningové ucely.

2. PRINCIiP METODY

Zakladom testu je reakcia antigén — protilatka. Jamky v ELISA stprave st potiahnuté
pre€istenymi ov¢éimi antigénmi na krali¢ci IgG. Do potiahnutych jamiek sa pridaja
Specifické protilatky (krali¢i anti-dexamethasone), enzymovo znaceny dexamethasone
(enzymovy konjugat) a standardy dexamethasonu alebo vzorky, za ¢im nasleduje
inkubaény krok. Specifické protilatky sa naviazu na imobilné kréali¢ie antigény a v tom
istom Case dexamethasone (pritomny v Standarde alebo vo vzorke) a enzymovo znaceny
dexamethasone si konkuruju navzajom v obsadzovani Specifickych miest (kompetitivna
enzymova imunoanalyza). Po inkubacii a odstrdneni nadbytku konjugatu premytim sa
prida eSte chromogén substrat (tetramethylbenzidin — TMB), s ktorym konjugovany
enzym zreaguje na farebny derivat substratu. Reakcia sa stopne pridanim kyseliny sirovej,
ktora spdsobi zmenu farby z modrej na zItd. Intenzita sfarbenia je nepriamo Umerna
hladine naviazanej Specifickej protilatky a da sa kvantifikovat’ fotometricky pri 450 nm.

3. POMOCKY
3.1. PRISTROJE A ZARIADENIA

- vodny kupel’ (37 £2) °C

- pH meter

- homogenizator Ultra Turrax

- trepacka

- centrifliga

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

- SPE kolonky C18

- mikropipety s nastavitelnym objemom jednokanalové, viackanalové
- ELISA reader spektrofotometer (450 nm) + PC

- vahy

3.2. CHEMIKALIE A ROZTOKY
- tercialny butylmetyléter p.a.

- metanol p.a.
- glukuronidaza/arylsulfataza Helix pomatia



- kyselina chlorovodikova (HCI) p.a.

- kyselina octova (CH3COOH) p.a.

- octan sodny (CH3COONa) p.a.

- Tris (tris-(hydroxymetyl)-aminometan) 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.

- chlorid sodny (NaCl) p.a.

- hydroxid sodny (NaOH) p.a.

- etylacetat

3.3. PRIPRAVA ROZTOKOV

- 0,2M acetatovy pufor, pH 4.8 — 16.4 g CH3COONa rozpustit’ v destilovanej H,0,
upravit pH pomocou 20% CH3COOH na 4,8 a doplnit’ objem na 1000 ml

- 0,5M NaOH - 20 g NaOH sa rozpustit’ v dest. H,O a doplnit’ na objem 1000 ml

- 1 M Kkyselina octova — 63 ml kyseliny octovej zriedit’ v destilovanej vode a doplnit’ na
objem 1000 ml.

- Fosfatovy pufor Tween:
Rozpustit’ v 1000 ml destilovanej vody:
1,159 Na,HPO,
0,200 KH,PO4

0,20g KClI
30,0g NaCl
0,5ml Tween 80
10g BSA

4. BEZPECNOST PRI PRACI
Vsetky extrakéné a ¢istiace kroky uskuto¢nit’ pod ventilaénym zariadenim s odt'ahom pri

pouziti ochrannych rukavic. Pri praci je potrebné dodrZiavat’' zasady pre bezpecnll pracu
v chemickom laboratoriu v zmysle STN 018003.

5. PRACOVNY POSTUP

Po zaevidovani vzoriek do laboratoria vzorky ulozit’ do mrazni¢ky. Pred pripravou vzoriek
nechat’ vzorky vytemperovat’ na laboratornu teplotu a postupovat’ podl'a postupu.

5.1. PRIPRAVA VZORIEK
Pozitivnu aj negativnu kontrolu pripravit’ z interného referenéného materialu s pridavkom

Standardu tak, aby sa ziskala vysledna koncentracia 0,5 pg/l (ng/kg); resp. 0 pg/l (ng/kg).
Kontroly spracovat’ rovnakym postupom ako je postup spracovania vzoriek.

A) Priprava vzorky — mo¢



- napipetovat’ 1 ml mocu do Cistej skaimavky

- pridat 1 ml 0,2 M acetatového pufra (pH 4,8)

- skontrolovat’ pH a ak je potrebné , upravit’ na hodnotu 4,8 par kvapkami 1M kyseliny
octovej

- pridat’ 10ul 10x zriedenej (s destilovanou vodou) glukuronidazy Helix pomatia

- inkubovat’ cez noc pri 37 °C alebo pocas 2 hodin pri teplote 55°C

- nechat’ vychladnut’ na laboratérnu teplotu

- upravit pH na 7,4 £+ 0,4 pridavkom 100 ul 0,5M NaOH

- pridat’ 4 ml etylacetatu

- premiesSat’ 15 minut pri lab. teplote prevracanim dnom nahor a spat’

- centrifugovat’ 10 minut pri 2000xg a 4 °C

- odpipetovat’ 2 ml supernatantu do cCistej sklenej skiimavky a odparit’ do sucha pod
pradom dusika a pri teplote 50 °C

- odparok rozpustit’ v 0,5 ml fosfatového pufra Tween

- na ELISU nanésat’ 50 ul

B) Priprava vzorky sval (pecen):
- pripravit priblizne 10 az 50g zhomogenizovanej vzorky tkaniva
- navazit do Ccistej centrifugacnej skimavky 1g posekanej vzorky, pridat 3 ml
destilovanej vody
- premiesat’ na vortexe 1 minttu
- pridat’ 4 ml etylacetatu
- pretrepat’ vzorku 30 minuat prevracanim dnom nahor a spét’
- centrifugovat’ 10mintt pri 2000xg a pri teplote 4 °C
- odpipetovat’ 1 ml supernatantu do sklenej skimavky
- odparit’ do sucha pod pradom dusika pri teplote 50 °C
- odparok rozpustit’ v 0,5ml fosfatového Tween pufra
- na ELISU pouzit’ 50 pl

Poznamka:
Ak po odpareni vznikne mastny odparok, treba ho rozpustit v 1 ml hexanu, pridat 1 ml
fosfatového Tween pufra, premieSat’ na vortexe 1 minutu a centrifugovat’l 0 mintt pri 2000xg.

C) Priprava vzoriek — krmivo:
- pomliet’ 10 az 100g vzorky krmiva
- homogenizovat’ 1 g pomletej vzorky so 4 ml etylacetatu
- premie$at’ 30 minut prevracanim dnom nahor a spat’
- centrifugovat’ 10 minut pri 2000xg a pri teplote 4 °C
- odpipetovat 1 ml supernatantu do cistej sklenej skimavky a odparit pod prudom
dusika do sucha pri teplote 50 °C
- odparok rozpustit’ v 0,25 ml fosfatového Tween pufra
- na ELISU pouzit’ 50 pl

D) Priprava vzoriek — odtu¢nené mlieko:
- vzorky mlieka sa analyzuju priamo po odtu¢neni (centrifugovat’ 10 minut pri 2000xg
apri4°C
- 50 pl odtu¢neného mlieka sa pipetuje na platnicku



5.2. PRIPRAVA MERANIA: ELISA - Corticosteroid

supravu skladovat’ v chladnicke pri teplote 2 — 8°C, pred analyzou platni¢ku a vSetky
reagencie vytemperovat’ na laboratérnu teplotu

oznacit’ protokol a platnicku

pocas prace zabranit’ vysuseniu jamok v mikroplatnicke!

zamedzit’ pristupu priameho slne¢ného svetla pocas jednotlivych inkubacnych
period!

ktorukol'vek reagenciu, ktord sa nebude pouzivat’, treba ihned’ vratit’ do chladnicky!
Zried'ovaci (dilution) pufor — doddva sa hotovy, pripraveny na pouzitie

Premyvaci (rinsing) pufor - dodava sa 20x zakoncentrovany. Nariedit’ ¢erstvo pred
pouzitim.

Roztok substrat chromogén (12 ml) - dodava sa hotovy, pripraveny na pouzitie, zraza
sa pri 4 °C. Preto je potrebné dbat’ na to, aby sa vytemperoval na laboratérnu teplotu
a dokladne ho premiesat’ pred nana$anim na platnicku.

Roztok konjugatu (DEX-HRPO) — lyofilizovany konjugat rekonstituovat’ pridanim 4
ml dilu¢ného pufra, dokladne premiesat’ a ponechat’ v tme az do pouzitia.

Roztok protilatky — lyofilizované protilatky rekonstituovat’ pridanim 4 ml dilu¢ného
pufra, dokladne premiesat’ a ponechat’ v tme az do pouzitia.

5.3. POSTUP ELISA

na platnicku naniest’ 2x (A1, B1) 100 pl zero Standardu

duplicitne 50 ul zero Standardu

naniest” duplicitne 50 pl z kazdého Standardného roztoku s koncentraciami: 0,125
ug/l; 0,25 pg/l; 0,5 ug/l; 1,0 pg/l; 2,0 ug/l ; 4,0 pg/)

naniest’ duplicitne 50 pl z pozitivnej aj negativnej kontroly a2x 50 plz kazdej
pripravenej vzorky

do kazdej jamky okrem A1, B1 pridat’ 25 pl zriedeného konjugatu (DEX-HRPO)

do kazdej jamky okrem A1, B1 napipetovat’ 25 pl nariedeného roztoku protilatky
pevne uchopit’ platnicku a opatrne krazivym pohybom roztoky v jamkach premiesat’
platni¢ku uloZit’ do tmy a inkubovat’ 1 hodinu pri laboratornej teplote (20-25 °C)
vyliat’ obsah platni¢ky , odsat’ na papierovej vate

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

napipetovat’ 100 ul substratového roztoku do kazdej jamky

inkubovat’ 30 minut pri laboratdrnej teplote v tme

pridat’ 100 pl stop ¢inidla do kazdej jamky a premiesat’

skontrolovat’ obsah jamiek a odstranit’ bubliny, od¢itat’ pri 450nm

6. VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV

Priebeh kalibracnej krivky by mal byt prakticky linearny v rozsahu (0,125 — 4,0) ug/l a je
prilozeny ku kazdej suprave. Tento dokument sa prilozi ku kazdej sérii merani.

Koncentraciu Dexametazonu (kortikosteroidov) vo vzorke (v pg/l, resp. pg/kg) vypocitanu
Z kalibrac¢nej krivky treba nasobit’ zried’ovacim faktorom:

Zried’'ovaci faktor pre vzorky mocu =1,

presval =2



pre sval s naslednou extrakciou tuku = 4
pre krmivo =1
pre mlieko =1

Meranie je platné ak A(zero Standardu) pri 450 nm > 0,6.
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