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Краткая информация
β-Агонист FAST ELISA – э о конкурентный иммуноферментный анализ для определения концентрации β-агонистов. С помощью этого набора можно провести 96 анализов. Образцы и стандарты измеряются в двух экземплярах, что означает, что всего можно проанализировать 40 образцов.
Набор ELISA содержит все реагенты для проведения анализа. Реагенты для подготовки образцов в набор не входят.

1. ВВЕДЕНИЕ
β-Агонисты используются в здравоохранении для лечения, например, астмы. В последние годы было установлено, что β-агонисты могут перенаправлять поток питательных веществ из жировой ткани в мышечную. В результате происходит рост мышц.
Использование β-агонистов в качестве кормовых добавок не разрешено в Европейском сообществе. Тем не менее, в ряде европейских стран было зарегистрировано несколько случаев использования кленбутерола, сальбутамола, мабутерола, мапентерола и бромбутерола.
Моча по-прежнему является наиболее часто анализируемым материалом, однако используются и другие пробы. На фермах могут отбираться пробы мочи, фекалий, шерсти и корма. Отбор проб фекалий намного проще и быстрее, чем отбор проб мочи, а уровни остатков β-агонистов сопоставимы. При убое съедобные ткани (печень, почки и мышцы) могут быть отобраны наряду с жидкостями организма (плазма, моча и желчь) и глазными пробами. Желчь является одним из наиболее подходящих образцов для контроля злоупотребления анаболическими стероидами и может быть предпочтительна для контроля как стероидов, так и β-агонистов. Образцы плазмы часто используются для фармакокинетических исследований. Кленбутерол накапливается в ткани хороида/пигментного эпителия сетчатки глаза крупного рогатого скота, и даже после периода отмены в 140 дней кленбутерол все еще может быть обнаружен, что делает материал чрезвычайно подходящим для контроля злоупотребления кленбутеролом. Кленбутерол разрешен к применению в качестве лекарственного средства для беременных коров. По этой причине метод скрининга на наличие кленбутерола в образцах молока также включен в данное руководство. Был опубликован ряд исследований с использованием набора β-агонист-ELISA EuroProxima.

2. ПРИНЦИПЫ ИФА 
Набор для проведения ИФА включает 12 сенсибилизированных стрипов по 8 лунок. Кленбутерол, меченный пероксидазой хрена (ферментный конъюгат), стандартные растворы либо растворы проб вносятся в лунки планшета. Свободный кленбутерол, присутствующий в пробе либо в стандарте, и кленбутерол, маркированный пероксидазой конкурируют за центры связывания антител (конкурентный ИФА). После инкубации в течение 30 мин несвязанные реагенты удаляются на стадии промывки. Количество связанного кленбутерола, маркированного ферментом, визуализируется внесением раствора хромогена (Н2О2/ТМБ). Связанный конъюгат превращает бесцветный хромоген в окрашенный продукт. Реакция окрашивания останавливается внесением серной кислоты. Интенсивность окрашивания измеряется фотометрически при длине волны 450 нм, она обратно пропорциональна концентрации β-агонистов в пробе.

3. СПЕЦИФИЧНОСТЬ И ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ
Перекрестная чувствительность:
	Кленбутерол 100% 
Карбутерол 40%
Сальбутамол 90% 
Мапентерол 35%
Цимбутерол 90% 
Циматерол 20%
Бромбутерол 80%
Мабутерол 60%
Тербуталин 45%
	


Перекрестная реактивность определяется в буферной системе. Заявленные значения могут отличаться в образцах из-за влияния матрицы. Тест не может различать аналиты и перекрестно реагирующие вещества. Предел обнаружения (LOD) определяется при оптимальных условиях.
	
	

	Матрикс
	Процедура
	LOD нг/мл (ppb)

	Молоко
	8.8.1
	0.1

	Молоко
	8.8.2
	0.04

	Ткани жидкие
	8.5
	0.4

	Печень/Ткани
	8.2.1
	0.1

	Печень/Ткани
	8.2.2
	0.12

	Корма
	8.6
	1.0

	Моча
	8.1
	0.2

	Моча
	8.2.1
	0.15

	Фекалии/Почки
	8.3
	0.25



4. УСЛОВИЯ ОБРАЩЕНИЯ И ХРАНЕНИЕ
- Набор и компоненты набора следует хранить при температуре от 2°C до 8°C в темном месте. При повторном использовании храните компоненты набора, как указано в главе 9.
- После истечения срока годности набора и/или его компонентов гарантия качества больше не действует.
- Перед использованием доведите все компоненты набора, включая микротитровальный планшет, до температуры окружающей среды (комнатной).
- Разбавляйте компоненты набора непосредственно перед использованием, но после того, как компоненты будут доведены до температуры окружающей среды.
- Избегайте образования конденсата в лунках планшета. Доведите запечатанный планшет до температуры окружающей среды перед вскрытием.
- Раствор хромогена для субстрата можно хранить в холодильнике (от 2ºC до 8ºC) до истечения срока годности, указанного на этикетке.
- Следует избегать воздействия света на раствор хромогена.
Дегенерация реагентов может произойти, если наблюдаются следующие явления:
- Синее окрашивание раствора хромогена перед его переносом в лунки.
- Слабая или отсутствие цветной реакции в лунках с нулевым стандартом (E450нм < 0,8).

5. КОМПОНЕНТЫ НАБОРА
Инструкция
Один запечатанный микротитровальный планшет (12 стрипов по 8 лунок), сенсибилизированный антителами. Планшет готов к использованию.
Один флакон с 10 г сухого обезжиренного молока. 
Позиции реагентов в наборе. Приготовление реагентов описано в разделе 9.
[image: ]
1. Буфер для разведения (20 мл, концентрированный 4х)
2. Буфер для промывки планшета (30 мл, концентрированный 20х)
3. Раствор субстрата (12 мл, готов для применения)
4. Стоп-реагент (15 мл, готов для применения)
5. не используется
6. не используется
7. не используется
8. Конъюгат (100х концентрат, голубая крышка)
9. не используется
10. не используется
11. Градуировочный раствор (1 мл, готов для применения), 100 нг/мл 
12. не используется
13. Нулевой градуировочный раствор (2 мл, готов для применения)
14. Градуировочный раствор 1 (1 мл, готов для применения) 0,063 нг/мл
15. Градуировочный раствор 2 (1 мл, готов для применения) 0,125 нг/мл
16. Градуировочный раствор 3(1 мл, готов для применения) 0,25 нг/мл
17. Градуировочный раствор 4 (1 мл, готов для применения) 0,5 нг/мл
18. Градуировочный раствор 5 (1 мл, готов для применения) 1 нг/мл
19. Градуировочный раствор 6 (1 мл, готов для применения) 2 нг/мл

6. ОБОРУДОВАНИЕ И ТРЕБУЕМЫЕ РЕАГЕНТЫ, НЕ ВХОДЯЩИЕ В СОСТАВ ТЕСТ-НАБОРА
· Перчатки.
· Вытяжной шкаф.
· Гомогенизатор (вортекс, миксер).
· Автоматизированный промыватель микротитровальных планшетов или 8-канальная микропипетка 100 - 300 мкл.
· Встряхиватель для микротитровальных планшетов.
· Ридер микротитровальных планшетов с фильтром 450 нм.
· Микропипетки, 10 - 100 мкл.
· Микропипетки, 100 - 1000 мкл.
· Мультипипетка с 2,5 мл комбитипами.
· Центрифуга (4000 x g).
· Миксер.

Материалы и химикаты
Материалы и химикаты, необходимые для подготовки каждой пробы, указаны в каждой главе (начиная с главы 8.1).

7. МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ
· Кленбутерол является токсичным компонентом. Следует избегать контакта с кожей и ротовой полостью. Не вдыхать.
· Стоп-реагент содержит серную кислоту в концентрации 0,5 М. Не допускать контакта реагента с кожей.
· Избегать контакта биологических проб с кожей и слизистыми.
· Не пипетировать ртом.
· Не допускается есть, пить, курить, хранить или готовить пищу, применять косметику в пределах обозначенной рабочей области. 
· [bookmark: _GoBack]Тетраметилбензидин (ТМБ) является токсичным при вдыхании, при контакте с кожей и при проглатывании. Поэтому будьте внимательны при работе с субстратом.
· Не используйте компоненты набора после истечения их срока годности и не перемешивайте компоненты из разных партий. 
· Каждая лунка используется как оптическая кювета. Поэтому не прикасайтесь к поверхности лунок, не допускайте их повреждения и загрязнения.
· Все компоненты должны быть полностью растворены перед применением. Обращайте особое внимание на субстрат, который имеет тенденцию к кристаллизации при температуре +4 °C.
· Оптимальные результаты могут быть получены при строгом соблюдении протокола анализа. Точность и воспроизводимость результатов анализа зависит от аккуратности пипетирования и равномерного промывания лунок. 

8. ПОДГОТОВКА ПРОБ
Для каждой матрицы, как указано в разделе "Введение", ниже приводится подробный метод.

8.1 Образцы мочи
Необходимые материалы и химикаты:
- Буфер для разбавления образца. См. главу 9.
Образцы мочи можно наносить непосредственно после разведения 1:5 в буфере для разведения образцов. В качестве альтернативы, для снижения фона образцов мочи, можно использовать процедуры экстракции, такие как твердофазная экстракция (SPE).

Прямой метод для мочи
Образцы мочи могут быть применены непосредственно после разведения 1:5 в буфере для разведения образцов.
- Все образцы центрифугируют в течение 5 минут при 3000 x g.
- Отбирают 50 мкл супернатанта в стеклянную пробирку, добавляют 200 мкл буфера для разведения образцов и тщательно перемешивают (образцы разводятся 1:5).
- Используют 25 мкл разбавленного образца в ИФА.
Для расширения диапазона измерений образцы можно разбавлять до 1:20.

8.2.1. Процедура экстракции образцов мочи, сыворотки и печени методом SPE
Необходимые материалы и химикаты:
- Фильтровальная бумага.
- Буфер для разбавления образцов. См. главу 9.
- Сок Helix pomatia (Merck 4114).
- 0,1 М HCl.
- 1 М Трис основание (Sigma T1503).
- Метанол 100%.
- 0,1 М уксусная кислота.
- 2% раствор гидроксида аммония (аммиака): добавьте 6,25 мл 32%-ного раствора аммиака (Merck 5426) к 93,75 мл 100%-ного метанола.
- Agilent Technologies MP1-30 мг (A5321130) или UCT (UCT CSDAUA83) 80 мг DAU/3 мл.

ПРИМЕЧАНИЕ: В моче, сыворотке и печени большинство β-агонистов (таких как сальбутамол, тербуталин и карбутерол), присутствуют в виде глюкуронида и/или сульфата. Для прямого метода ферментативный гидролиз (с использованием сока Helix pomatia) не является необходимым. Однако при использовании экстракционных методов для эффективного извлечения β-агонистов, рекомендуется проводить ферментативный гидролиз перед экстракцией образцов мочи.

- Пипетируйте 2 мл мочи, сыворотки или перенесите 2 г тщательно гомогенизированного образца печени в чистую пробирку
- Налейте 20 мкл (1:10 разбавленного в дистиллированной воде) сока Helix pomatia
- Добавьте 7 мл 0,1 М HCl, перемешайте на вортексе.
- Инкубируйте в течение 2 часов при 50ºC.
- Перемешивайте переворачиванием на роторе, 10 минут.
- Добавить 1 мл 1,0 М Трис основания
- Перемешайте переворачиванием на роторе, 10 минут.
- Центрифугируйте смесь, 10 минут 2000 x g.
- Возьмите верхний слой и отфильтруйте через фильтровальную бумагу.
- Приступить к процедуре SPE.
Активация картриджа:
- Добавьте 300 мкл 100% метанола.
- Добавьте 300 мкл 0,1 М уксусной кислоты.
Примечание: Важно не дать картриджу полностью высохнуть во время активации и перед добавлением пробы! Если картридж высох, повторите процедуру активации.
Осторожно перенесите 3 мл фильтрата мочи или сыворотки на активированный картридж (поток 1 мл/мин).
Примечание: Для печени возьмите 5 мл фильтрата вместо 3 мл.

Элюирование β-агонистов
- Нанесите на картридж 1 мл 2% раствора гидроксида аммония в метаноле.
- Соберите элюент.
- Дайте картриджам высохнуть в течение двух минут.
- Выпарите элюент под слабым потоком азота при 50ºC.
- Растворите остаток в 0,6 мл буфера для разведения и перемешайте. N.B. Для печени растворите остаток в 2 мл буфера для разведения образца и перемешайте.
- Используйте 25 мкл образца в ИФА.

8.2.2. Процедура альтернативного метода печень и ткани
- Взвесьте 2 грамма гомогенизированного образца печени в чистой пробирке.
- Добавьте 8 мл ацетонитрила и энергично перемешайте на вортекс-миксере.
- Перемешивайте в течение 10 минут.
- Центрифугируйте 10 минут при 2000xg.
- Отберите 650 мкл супернатанта в стеклянную пробирку.
- Ацетонитрил выпаривают досуха под слабым потоком азота при 50°C.
- Остаток растворяют в 250 мкл буфера для разбавления, энергично перемешивают.
- Аликвота объемом 25 мкл используется в тесте ИФА.

8.3 Фекалии и почки
Необходимые материалы и химикаты:
- Буфер для разведения образцов. См. главу 9.
- 1 М NaOH.
- 0,1 М HCl.
- 0,1 М уксусная кислота.
- 1 М карбонат натрия (Merck 6392) pH 9,8.
- Изобутанол (Merck 984).
- Сок Helix pomatia (Merck 4114).
- 0,2 М ацетатный буфер натрия pH 4,8: растворите 16,4 грамма ацетата натрия (Merck 6268) в 1 литре дистиллированной воды. Проверьте pH и, если необходимо, отрегулируйте pH до 4,8 ± 0,1 с помощью нескольких капель 1 М NaOH.
Примечание: β-агонисты присутствуют в основном в виде глюкуронидированных соединений. Для определения β-агонистов в сочетании с процедурами экстракции необходим ферментативный гидролиз.
- Взвесьте 1 г гомогенизированного образца фекалий или почек.
- Добавьте 5 мл 0,1 М HCL.
- Вортексируйте в течение 1 мин.
- Центрифугируйте в течение 10 мин. при 4000 x g при +4°C.
- Перенесите 2 мл супернатанта (приблизительно 0,33 г образца) в другую пробирку.
- Добавьте 2 мл 0,2 М натрий-ацетатного буфера pH 4,8.
- Добавьте 20 мкл сока Helix pomatia и инкубируйте в течение ночи при 37°C или в течение 2 часов при 55°C.
- После инкубации pH образца должен быть отрегулирован до 9,8 ± 0,2 путем добавления 0,25 мл 1 М карбоната натрия pH 9,8 и, при необходимости, нескольких капель 1 М NaOH.
- Добавьте 4 мл изобутанола
- Вортексировать в течение 30 секунд
- Центрифугируйте в течение 5 мин. при 2000 x g.
- Перенесите 2 мл верхнего слоя (изобутанол) в стеклянную пробирку.
- Выпарите до сухости под слабым потоком азота при 50°C.
- Растворите остаток в 500 мкл буфера для разведения образцов.
- Вортексируйте в течение 30 секунд.
- Используйте 25 мкл образца в ИФА.

8.4 Хороид/ретина
Необходимые материалы и химикаты:
- Буфер для разведения образцов. См. главу 9.
- 10 М NaOH.
- Изобутанол (Merck 984).
- 0,1 М Трис-HCL буфер pH 8,0: растворите 24,1 г Триса (Sigma T1503) и 19,47 г CaCl2 х 2H2O (Sigma C8106) в 1 л дистиллированной воды. Отрегулируйте pH до 8,0, добавив концентрированную HCl.
- Проназа Е из Streptomyces griseus (Sigma P5147).
- 0,2 М натрий-ацетатный буфер pH 4,8: растворите 16,4 грамма ацетата натрия (Merck 6268) в 1 литре дистиллированной воды. Проверьте pH и, если необходимо, отрегулируйте pH до 4,8 ± 0,1 с помощью нескольких капель 1 М NaOH.
- Удалите ткань с верхней части глазного яблока.
- Вскройте глазное яблоко со стороны хрусталика.
- Удалите стекловидное вещество и выверните глаз наизнанку.
- Соберите хороид и сетчатку в стеклянную пробирку.
- Ранее взвешенную стеклянную пробирку взвешивают снова. Разница в весе - это вес ткани хориоида/ретины.
- Добавьте 4 мл 0,1 М Трис-HCl буфера pH 8,0, содержащего 1,25 мг проназы Е.
- Инкубируйте в течение ночи при 55°C.
- Центрифугируйте в течение 10 мин. при 1 500 x g.
- Отлейте 2 мл супернатанта в пробирку и отрегулируйте pH до 9,4 ± 0,2, добавив несколько капель 10 M NaOH.
- Добавьте 4 мл изобутанола.
- Вортексируйте в течение 30 сек.
- Подождите примерно 5 мин., чтобы произошло разделение фаз.
- Перелейте 2 мл верхнего слоя (изобутанол) в стеклянную пробирку.
- Выпарите до сухости под слабым потоком азота при 60°C.
- Растворите остаток в 1 мл буфера для разведения образцов. Если вес образца хороида/ретины составляет 1 г, то растворенный остаток содержит 0,2 г образца на 1 мл.
- Используйте 25 мкл образца в ИФА.

8.5 Ткани
Необходимые материалы и химикаты:
- Фильтровальная бумага
- Буфер для разведения образца. См. главу 9.
- 10 М NaOH.
- 0,1 М HCl.
- 0,1 М уксусная кислота.
- Метанол 100%.
- Изобутанол (Merck 984).
- 0,1 М Трис-HCL буфер pH 8,0: растворите 24,1 г Триса (Sigma T1503) и 19,47 г CaCl2 х 2H2O (Sigma C8106) в 1 л дистиллированной воды. Отрегулируйте pH до 8,0, добавив концентрированную HCl.
- Проназа Е из Streptomyces griseus (Sigma P5147).
- 1 М Трис основание (Sigma T1503).
- 0,2 М ацетатный буфер натрия pH 4,8: растворите 16,4 грамма ацетата натрия (Merck 6268) в 1 литре дистиллированной воды. Проверьте pH и, если необходимо, отрегулируйте pH до 4,8 ± 0,1 с помощью нескольких капель 1 М NaOH.
- 2% раствор гидроксида аммония (аммиака): добавьте 6,25 мл 32% раствора аммиака (Merck 5426) к 93,75 мл 100% метанола.
- Agilent Technologies MP1-30 мг (A5321130) или UCT (UCT CSDAUA83) 80 мг DAU/3 мл.

Метод жидкостной экстракции
- Гомогенизируйте примерно 10 г ткани.
- Взвесьте 1 г гомогенизированного образца и перенесите в стеклянную пробирку.
- Добавьте 4 мл 0,1 М Трис-HCl буфера pH 8,0, содержащего 1,25 мг проназы Е.
- Инкубируйте в течение ночи при 55ºC и центрифугируйте в течение 10 минут при 2000 x g.
- Пипетируйте 2 мл супернатанта в пробирку и отрегулируйте pH до 9,4 ± 0,2, добавив несколько капель 10 М NaOH для регулировки pH и проверки с помощью pH-бумаги.
- Добавьте 4 мл изобутанола.
- Вортексируйте в течение 30 секунд и центрифугируйте в течение 10 минут при 2000 x g.
- Перелейте 2 мл верхнего слоя (изобутанол) в стеклянную пробирку.
- Выпарите изобутанол до сухости при 60ºC под слабым потоком азота.
- Растворите остаток в 250 мкл буфера для разбавления образца (1 г образца/мл).
- Используйте 25 мкл раствора в ИФА.

8.5 Ткани
Необходимые материалы и химикаты:
- Фильтровальная бумага.
- Буфер для разведения образцов. См. главу 9.
- 10 М NaOH.
- 0,1 М HCl.
- 0,1 М уксусная кислота.
- Метанол 100%.
- Изобутанол (Merck 984).
- 0,1 М Трис-HCL буфер pH 8,0: растворите 24,1 г Триса (Sigma T1503) и 19,47 г CaCl2 х 2H2O (Sigma C8106) в 1 л дистиллированной воды. Отрегулируйте pH до 8,0, добавив концентрированную HCl.
- Проназа Е из Streptomyces griseus (Sigma P5147).
- 1 М Трис основание (Sigma T1503).
- 0,2 М ацетатный буфер натрия pH 4,8: растворите 16,4 грамма ацетата натрия (Merck 6268) в 1 литре дистиллированной воды. Проверьте pH и, если необходимо, отрегулируйте pH до 4,8 ± 0,1 с помощью нескольких капель 1 М NaOH.
- 2% раствор гидроксида аммония (аммиака): добавьте 6,25 мл 32% раствора аммиака (Merck 5426) к 93,75 мл 100% метанола.
- Agilent Technologies MP1-30 мг (A5321130) или UCT (UCT CSDAUA83) 80 мг DAU/3 мл.

Метод жидкостной экстракции
- Гомогенизируйте примерно 10 г ткани.
- Взвесьте 1 г гомогенизированного образца и перенесите в стеклянную пробирку.
- Добавьте 4 мл 0,1 М Трис-HCl буфера pH 8,0, содержащего 1,25 мг проназы Е.
- Инкубируйте в течение ночи при 55ºC и центрифугируйте в течение 10 минут при 2000 x g.
- Пипетируйте 2 мл супернатанта в пробирку и отрегулируйте pH до 9,4 ± 0,2, добавив несколько капель 10 М NaOH для регулировки pH и проверки с помощью pH-бумаги.
- Добавьте 4 мл изобутанола.
- Вортексируйте в течение 30 секунд и центрифугируйте в течение 10 минут при 2000 x g.
- Перелейте 2 мл верхнего слоя (изобутанол) в стеклянную пробирку.
- Выпарите изобутанол досуха при 60ºC под слабым потоком азота.
- Растворите остаток в 250 мкл буфера для разбавления образца (1 г образца/мл).
- Используйте 25 мкл раствора в ИФА.

Процедура экстракции SPE для ткани
- Гомогенизируйте соответствующее количество образца в блендере.
- Взвесьте 2 грамма гомогенизированного образца в пробирке.
- Добавьте 7 мл 0,1 М HCl, перемешайте на вортексе.
- Перемешивайте переворачиванием в течение 10 минут на роторе.
- Добавьте 1 мл 1,0 М Трис основания.
- Перемешайте переворачиванием на роторе, 10 минут.
- Центрифугируйте смесь, 10 минут при 2000 x g.
- Возьмите верхний слой и отфильтруйте через фильтровальную бумагу.
- Проведите процедуру SPE.

Активация картриджа:
- Добавьте 300 мкл 100% метанола.
- Добавьте 300 мкл 0,1 М уксусной кислоты.
Примечание: Важно не дать картриджу полностью высохнуть во время активации и перед добавлением пробы! Если картридж высох, повторите процедуру активации.
Осторожно перенесите 3 мл тканевого фильтрата на активированный картридж (поток 1 мл/мин).
Элюирование β-агонистов.
- Нанесите на картридж 1 мл 2% раствора гидроксида аммония в метаноле.
- Соберите элюент.
- Дайте картриджам высохнуть в течение двух минут.
- Испарите элюент под слабым потоком азота при 50ºC.
- Растворите остаток в 0,6 мл буфера для разбавления образца и перемешайте.
- Используйте 25 мкл образца в ИФА.

8.6 Образцы корма
Необходимые материалы и химикаты:
- 1 M NaOH.
- 1 М HCl.
- Приблизительно 50-100 г образца измельчают и превращают в мелкий порошок.
- К 2 г измельченного образца корма добавляют 2 мл 1 М HCl и 18 мл дистиллированной воды.
- Перемешивают на вортексе 3 минуты.
- Встряхивайте в течение 15 минут при комнатной температуре и центрифугируйте в течение 20 минут при 2000 x g.
- Декантируйте супернатант и добавьте 1 мл 1 М NaOH, проверьте pH (7,0 - 7,8) и при необходимости отрегулируйте несколькими каплями 1 М HCl.
- Перемешайте на вортексе и центрифугируйте в течение 20 мин при 2000 x g.
- Используйте 25 мл супернатанта в ИФА.

8.7 Образцы волос
Необходимые материалы и химикаты:
- Буфер для разведения образцов. См. главу 9.
- 5 М HCl.
- третичный бутилметиловый эфир (Т-БМЭ) (Merck 101849).
- Взвесьте 0,1 г предварительно вымытых волос.
- Добавьте 2,5 мл 5 М NaOH.
- Нагревайте смесь в течение 10 мин при 95°C на водяной бане.
- Охладите до комнатной температуры.
- Добавьте 5 мл третичного бутилметилового эфира (T-BME).
- Перемешивайте переворачиванием в течение 30 мин.
- Центрифугируйте в течение 5 мин при 2000 x g.
- Перенесите 2,5 мл верхнего слоя (T-BME), содержащего экстрагированные β-агонисты, в другую пробирку.
- Выпарить досуха под слабым потоком азота при 50°C.
- Растворите остаток в 500 мкл буфера для разведения образцов.
- Используйте 25 мкл образца в ИФА.
Примечание: Данный метод подходит только для определения кленбутерола, бромбутерола, мапентерола и мабутерола.

8.8 Образцы молока
Образцы молока могут быть проанализированы после этапа разведения. К сухому обезжиренному молоку необходимо добавить воду, чтобы получить молоко, т.е. к 10 г сухого молока добавляется 60 мл дистиллированной воды.
Примечание: Для неразбавленных образцов молока влияние матрицы является критическим фактором. Чтобы удалить жир из образца, необходимо строго следовать инструкции. Кислое молоко нарушает работу ИФА, поэтому в данном случае необходимо нейтрализовать рН.
В случае необходимости измерения в области низких концентраций приводится альтернативный метод.
Необходимые материалы и химикаты:
- Ацетонитрил (Baker 9017)

8.8.1 Процедура:
- Центрифугируйте холодные образцы молока в течение 15 мин при 2000 x g при +4°C.
- Удалите верхний жировой слой шпателем.
- К 100 мкл обезжиренного молока/восстановленного молока добавьте 100 мкл буфера для разведения и тщательно перемешайте.
- Используйте 25 мкл смеси в тесте ELISA.

8.8.2 Процедура (альтернативный метод)
- Наберите 2 мл молока в чистую пробирку.
- Добавьте 8 мл ацетонитрила и энергично перемешайте на вортекс-миксере.
- Перемешивайте в течение 10 минут.
- Дайте образоваться супернатанту.
- Отберите 2 мл супернатанта в стеклянную пробирку.
- Ацетонитрил выпаривают досуха под слабым потоком азота при 50°C.
- Остаток растворяют в 250 мкл буфера для разведения, энергично перемешивают.
- Аликвота объемом 25 мкл используется в тесте.

9. ПРИГОТОВЛЕНИЕ РЕАГЕНТОВ
Перед началом испытаний реагенты должны быть доведены до температуры окружающей среды. Любые неиспользованные реагенты должны быть немедленно возвращены на хранение в температуру 2–8ºC. Реагенты необходимо  готовить непосредственно перед использованием.
Микротитровальный планшет 
Верните неиспользованные лунки в закрывающийся пакет с осушителем и храните при температуре 2–8ºC до использования в последующих анализах. Сохраните также рамку для лунок.
Буфер для разведения (концентрированный 4 х)
Буфер для разведения поставляется в концентрации 20х. Перед приготовлением (20 мл буфера + 60 мл дистиллированной воды) необходимо довести температуру концентрата до 20–25ºC и тщательно его перемешать (возможно образование осадка). Разведенный буфер необходимо хранить при температуре 2–8ºC.
Раствор конъюгата (150 мкл)
Конъюгат поставляется в 100-кратной концентрации. Перед использованием проведите короткое центрифугирование пробирки с конъюгатом (1 мин, 1000xg). Добавьте 15 мкл концентрированного раствора конъюгата к 1485 мкл буфера для разведения. На 2 x 8 лунок требуется 1500 мкл. Неиспользованный концентрированный конъюгат хранить при температуре от +2ºC до +8ºC.
Промывочный буфер
Промывочный буфер поставляется в 20-кратной концентрации. Перед использованием приготовьте свежее разведение. На одну полоску используется 20 мл разбавленного промывочного буфера (1 мл концентрированного промывочного буфера + 19 мл дистиллированной воды).
Стандартный раствор (100 нг/мл)
Для приготовления стандартов в соответствующей матрице или для приготовления спайков используйте стандартный раствор, содержащий 100 нг кленбутерола на мл. Разбавьте стандартный раствор в соответствующей матрице, чтобы получить диапазон разбавления 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,063 нг/мл. Нулевой стандарт также должен быть из той же матрицы.
Раствор субстрата/хромогена
Раствор субстрата/хромогена (готовый к использованию) имеет тенденцию выпадать в осадок при +4ºC. Следите за тем, чтобы при использовании флакон находился при комнатной температуре (храните в темноте) и перемешивайте содержимое перед пипетированием в лунки.
Буфер для разведения образцов
Для приготовления дополнительного буфера для разбавления образца растворите в 1 л дистиллированной воды (pH 7,4):
1,15 г Na2HPO4
0,2 г KH2PO4
0,2 г KCl
60,0 г NaCl
0,5 мл Tween 80
10,0 г BSA (Sigma A-7030)

10. ПРОЦЕДУРА АНАЛИЗА
Протокол промывки
В ходе выполнения ИФА между этапами инкубации необходимо удалять несвязанные компоненты. Это достигается посредством соответствующей процедуры промывки. Очевидно, что каждая процедура промывки должна проводиться с большой тщательностью, что бы гарантировать повторяемость и воспроизводимость результатов.
Промывка вручную или с помощью автоматического вошера может осуществляться следующим образом:
Промывка вручную 
1. Жидкость из лунок вылить путем резкого переворачивания планшета, удалить остатки жидкости путем энергичного постукивания рамки с лунками по столу, накрытому листом сухой фильтровальной бумаги.
2. Все лунки заполнить буфером для промывки до края лунки (300 мкл).
3. Процесс промывки (этапы 1 и 2) повторить три раза.
4. Жидкость из лунок выливать путем резкого переворачивания планшета.
5. После последнего промывания планшет перевернуть и удалить остатки жидкости путем энергичного постукивания рамки с лунками по столу, накрытому листом сухой фильтровальной бумаги.
6. Не допускать высыхания лунок перед внесением следующего реагента.
Промывание с помощью автоматического вошера
При использовании автоматического вошера проверьте, чтобы из всех лунок жидкость удалялась полностью, чтобы раствор для промывания тщательно распределялся, заполняя до края каждую лунку во время каждого цикла промывания. Вошер должен быть запрограммирован на выполнение трех циклов промывки.
Протокол анализа
1. Подготовьте образцы в соответствии с главой 8 и подготовьте реактивы в соответствии с главой 9.
2. Пипетируйте 100 мкл нулевого стандарта в двух экземплярах (лунки H1, H2, пустые).
Пипетируйте 25 мкл нулевого стандарта (Bmax) в двух экземплярах (лунки A1, A2).
Пипетируйте 25 мкл каждого из стандартных растворов в двух экземплярах (лунки B 1, 2 – G 1, 2, т.е. 0,063, 0,125, 0,25, 0,5, 1 и 2 нг/мл).
3. Пипетируйте 25 мкл каждого раствора образца в двух экземплярах в оставшиеся лунки микротитровального планшета.
4. Внесите 75 мкл конъюгата (кленбутерол-HRP) во все лунки, кроме H1 и H2.
5. Запечатайте микротитровальный планшет и встряхните его в течение нескольких секунд на шейкере для микротитровальных планшетов.
6. Инкубируйте планшет в течение 30 минут в темноте при комнатной температуре (от 20ºC до 25ºC).
7. Удалите раствор из микротитровального планшета и промойте его 3 раза промывочным буфером.
8. Пипетируйте 100 мкл раствора субстрата в каждую лунку.
9. Инкубируйте 30 минут в темноте при комнатной температуре (от 20ºC до 25ºC).
10. Добавьте 100 мкл стоп-раствора в каждую лунку.
11. Немедленно считайте значения абсорбции при 450 нм.

11. ИНТЕРПРЕТАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ
Вычесть среднее значение оптической плотности (ОП) для лунок Н1 и Н2 (бланк) из отдельных значений ОП для лунок, содержащих стандартные растворы и пробы. 
Значения ОП для шести стандартных растворов и проб (среднее значение двух измерений) делят на среднее значение ОП нулевого стандарта (Bmax, лунки А1 и А2) и умножают на 100. Таким образом, нулевой стандарт (Bmax) принимается за 100% и другие значения ОП приводятся в процентах от максимальной оптической плотности.
	ОП стандарта (или образца)
	х 100%
	=
	% от максимальной оптической плотности

	ОП стандарта 0 нг/мл (Bmax)
	
	
	


Калибровочная кривая:
Значения (% от максимальной оптической плотности), вычисленные для стандартов, наносятся на график (по оси Y) напротив эквивалентных концентраций тренбалона (нг/мл), расположенных на логарифмической оси Х. 
Альтернативная калибровочная кривая:
Рассчитанные значения абсорбции стандартов наносят на ось Y, эквивалентные концентрации аналита наносят на ось Х. Ось Y является logit шкалой, ось X – логарифмической шкалой. 

	[image: ]

	Рисунок1. Пример калибровочной кривой


Количество β-агонистов в образцах выражают в эквивалентах β-агонистов. Эквиваленты β-агонистов (нг/мл), соответствующие % от максимальной оптической плотность каждого образца, можно определить по калибровочной кривой.
8.1 Образцы мочи (прямые)
Рассчитанные эквиваленты β-агонистов должны быть умножены на коэффициент 5 (моча разводится 1:5 в буфере для разведения образцов).
Коэффициент умножения подбирается в зависимости от применяемого разведения образцов.
8.2.1. Экстракция мочи и сыворотки с помощью SPE
Эквиваленты β-агонистов, измеренные в экстрактах, могут быть считаны непосредственно с калибровочной кривой.
8.2.1. Образцы печени (экстракция SPE)
Эквиваленты β-агонистов, считанные из калибровочной кривой, должны быть умножены на коэффициент 2.
8.2.2 Образцы печени и тканей (альтернативный метод)
Эквиваленты β-агонистов, найденные в экстрактах печени, должны быть умножены на коэффициент 1,92, чтобы получить нг/мл эквивалентов β-агониста в образце.
8.3 Фекалии и почки
Эквиваленты β-агонистов, измеренные в экстрактах, должны быть умножены на коэффициент 3.
8.4 Хороид/ретина
Для хороида/ретины рассчитанные эквиваленты β-агонистов должны быть умножены на коэффициент 5 (конечный экстракт содержит 0,2 г образца/мл) для получения эквивалента β-агонистов (нг/г) в образце.
8.5 Образцы тканей (метод жидкостной экстракции)
Рассчитанные эквиваленты β-агонистов в экстрактах равны эквивалентам β-агонистов в мышцах (1 г образца/мл).
8.5 Образцы тканей (метод экстракции SPE)
Рассчитанные эквиваленты β-агонистов могут быть считаны непосредственно из стандартной кривой.
8.6 Образцы корма
При использовании ИФА на образцах корма, рассчитанные эквиваленты β-агонистов необходимо умножить на коэффициент 11.
8.7 Образцы волос
Эквиваленты β-агонистов, обнаруженные в экстрактах волос, должны быть умножены на коэффициент 10, чтобы получить нг/г эквивалентов β-агонистов в образце.
8.8 Образцы молока
8.8.1 Образцы молока и сухого молока
Эквиваленты β-агонистов, обнаруженные в экстрактах молока, должны быть умножены на коэффициент 2, чтобы получить нг/мл эквивалентов β-агонистов в образце.
8.8.2 Образцы молока (альтернативный метод)
Эквиваленты β-агонистов, обнаруженные в экстрактах молока, должны быть умножены на коэффициент 0,625, чтобы получить нг/мл эквивалентов β-агонистов в образце.
12. ИНФОРМАЦИЯ ДЛЯ ЗАКАЗА
Для заказа теста β-агонистов ИФА используйте каталожный код 5061BAGFc.
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