CH 7.8. Dokaz pritomnosti stanozololu v mo¢i metédou ELISA

1 URCENIE METODY

Je to kompetitivny imunologicky test na dokaz pritomnosti stanozololu v moci. Je vhodny
na skriningové analyzy vzoriek.

2 PRINCiP METODY

Zakladom testu je reakcia antigén — protilatka. Jamky v ELISA suprave st potiahnuté
precistenymi ovCeimi antigénmi na kralici IgG. Do potiahnutych jamiek sa pridaju
Standardy stanozololu, vzorky a k nim stanozolol protilatka a enzymovo konjugovany
stanozolol , za ¢im nasleduje inkubaény krok. Nadbytok nenaviazaného konjugatu po
inkubdcii sa odstrani premytim. Pridd sa enzymovy substrat a chromogén, s ktorym
konjugovany enzym zreaguje na farebny derivat substratu. Pridavkom STOP c¢inidla sa
modré sfarbenie zmeni na ZIté. Intenzita sfarbenia je nepriamo imernd hladine naviazanej
Specifickej protilatky a da sa kvantifikovat’ fotometricky pri 450nm.

3. POMOCKY
3.1. PRISTROJE A ZARIADENIA
- centrifuga

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

3.2 CHEMIKALIE A ROZTOKY
- dest.voda
- ostatné potrebné roztoky sa dodavaji v ELISA stprave

4. BEZPECNOST PRI PRACI

Vsetky extrakéné a ¢istiace kroky uskutocnit’ pod ventilaénym zariadenim s odt'ahom pri
pouziti ochrannych rukavic.

5. PRACOVNY POSTUP

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



5.1. PRIPRAVA VZORIEK

a) priama metdda

vzorku zriedit’ 5 krat: 200 ul mocu + 800 pl diluéného pufra zo stupravy (pripadne sa
moze pouzit’ PBS |, ten isty sa potom musi pouZit’ na pripravu Standardnych roztokov)
premiesat’ a skontrolovat’ pH hodnotu (pH 7 + 0,5)

odstredit’ 10 min (2000 g) pri lab. teplote a zo supernatantu pouzit’ 50ul na test

Pozn.: Specialne pre tmavé a/alebo Spinavé vzorky sa pouzije extrak¢na metdda

b) extrak¢na metdda

preniest’ 0,5 ml mocu do centrifugacnej skimavky

pridat’ par kvapiek 1M kyseliny octovej na upravu pH na hodnotu 4,8

premiesat’ a pridat’ 13 ul enzymu Helix pomatia a inkubovat’ cez noc pri 37 °C, alebo 2
hodiny pri 55 °C

po inkubécii ochladit’ na laboratornu teplotu

pridat’ 50 pl 5M hydroxidu sodného a 6 ml terc-butyl-metyléteru, premiesat’ 2 mintty
na vortexe a centrifugovat’ 10 minat pri 3000g

nabrat’ z hornej vrstvy (terc-butyl-metyléter) 3 ml a v skimavke odparit pod pradom
dusika pri 40 °C do sucha

odparok rozpustit’ v 500ul diluéného pufra ( zodpoveda 0,25 ml mocu/500 pl pufra
pouzit’ 50 pl na test

5.2. PRIPRAVA MERANIA: ELISA - Stanozolol

5.3.

platni¢ku a vSetky reagencie vytemperovat’ na laboratornu teplotu

oznacit’ protokol a platnicku

pocas prace zabranit’ vysuseniu jamok v mikroplatnicke!

zamedzit’ pristupu priameho slne¢ného svetla pocas jednotlivych inkubaénych period!
Dilué¢ny pufor: zriedit' 10 krat destilovanou vodou

Rinsing — premyvaci pufor: zriedit’ 20 krat destilovanou vodou

Enzymovy konjugat: zriedit' 100 krat dilu¢nym pufrom

Protilatka: obsah vialky s lyofilizovanou protilatkou zriedit’ so 4 ml dilu¢ného pufra
Substrat/chromogén: je pripraveny na pouzitie, ale zraza sa pri 4 °C. Treba sa uistit’, ze
roztok dosiahol laboratornu teplotu (temperovat’ vtme!) apremiesat obsah pred
pipetovanim na platnicku

Standardné roztoky : zasobny §tandardny roztok Stanozololu o koncentracii 1ug/ml sa
dodava so stupravou, tento sa nariedi d’alej tak, aby sa ziskali koncentracie :

0,05 pg/l, 0,10 pg/l, 0,2 pg/l, 0,5 pg/l, 1 pg/l a2 pg/l.

POSTUP ELISA

nanaSat’ na platnicku 2x 100 pl dilu¢ného pufra Al, Bl(pre kontrolu neSpecificke;

vidzby NSB)

naniest’ na platni¢ku 2x 50 pl diluéného pufra (zero Standard)

d’alej nanasat’ na platni¢ku 50 pl duplicitne 6 Standardov (koncentracie: 0,05 pg/1; 0,10
ug/l; 0,2 ng/l; 0,5 pg/l; 1 ngl/l a 2 pg/l), pripravené vzorky a pozitivnu a negativnu
kontrolu



6.

pozitivhu aj negativhu kontrolu pripravit zinterného referenéného materidlu
s pridavkom Standardu o koncentracii 0,5 pg/l, resp. 0 pg/l aspracovat rovnakym
postupom ako je postup spracovania vzoriek

do kazdej jamky okrem A1, B1 (NSB) pridat’ 25 pl zriedeného enzymového konjugatu
do kazdej jamky okrem NSB pridat’ 25 pl zriedenej protilatky

dobre premiesat’ asi 1 minutu

inkubovat’ platnicku 30 mint pri laboratornej teplote

vyliat’ obsah jamiek a premyt’ 3 x 300 ul rinsing-premyvacim pufrom

vzdy po vyliati obsahu odsat’ na papierovej vate

do kazdej jamky pridat’ 100 pl substratového roztoku

dobre premiesat’, inkubovat’ 15 min pri laboratornej teplote v tme

pridat’ 100 pl STOP ¢inidla, premieSat’, hned” merat’ absorbanciu pri 450 nm

VYHODNOTENIE NAMERANYCH UDAJOV

Priebeh kalibra¢nej krivky sa vyhodnoti so softvérom REVEL. Koncentraciu stanozololu vo
vzorke (v pg/l) vypocitant z kalibraénej krivky treba nasobit’ zried'ovacim faktorom.
Zried’ovaci faktor pre vzorky mocu = 5, ak sa vzorky spracovali priamou metddou.

Pri pouziti extrakénej metody sa pocita so zried'ovacim faktorom = 2.

Priebeh kalibra¢nej krivky a ostatné namerané hodnoty vyhodnotit’ softvérom REVEL,
pripadne Ridasoft.

7. LITERATURA

7.1. Stanozolol . A competitive enzyme immunoassay for quantitative analysis of

Stanozolol. EuroProxima, The Netherlands



