„BOX titrace“ přímý test ELISA

Reakce:

Ag  +  AbE neboli Ab + AbSE
Tato technika se používá pro stanovení optimální koncentrace vazebného Ag a konjugátu

	Sérum

(μg/ml) (
	AbS
(
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	
	
	P
	N
	P
	N
	P
	N
	P
	N
	P
	N
	P
	N

	100
	A
	1,709
	0,311
	1,672
	0,311
	1,578
	0,100
	1,387
	0,200
	1,173
	0,154
	0,941
	0,080

	50
	B
	1,568
	0,179
	1,427
	0,179
	1,181
	0,050
	0,946
	0,100
	0,747
	0,050
	0,573
	0,050

	25
	C
	1,144
	0,097
	0,964
	0,097
	0,764
	0,025
	0,568
	0,025
	0,410
	0,025
	0,275
	0,025

	12,50
	D
	0,649
	0,062
	0,503
	0,062
	0,385
	0,013
	0,297
	0,013
	0,225
	0,013
	0,154
	0,013

	6,250
	E
	0,293
	0,041
	0,240
	0,041
	0,205
	0,007
	0,169
	0,007
	0,132
	0,007
	0,101
	0,007

	3,125
	F
	0,158
	0,025
	0,136
	0,025
	0,116
	0,004
	0,100
	0,004
	0,083
	0,004
	0,068
	0,004

	1,562
	G
	0,090
	0,014
	0,080
	0,014
	0,071
	0,002
	0,063
	0,002
	0,051
	0,002
	0,042
	0,002

	0
	H
	0,036
	0,006
	0,032
	0,006
	0,027
	0,001
	0,023
	0,001
	0,020
	0,001
	0,017
	0,001

	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
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konc. konjugátu v logaritmickém měřítku 

(označení jamky: A - H)

Absorbance


tj Ab proti AbS (tj. primární protilátka proti sekundární protilátce)

Sérum: Ab= Ag = sérum, a to buď

P = pozitivní sérum (=primární protilátka), nebo

N = negativní sérum (=bez primární protilátky)

Každá jamka musí obsahovat 100 μl, tj 50 μl protilátky a 50 μl konjugátu.
· do řady A se aplikuje sérum v koncentraci 100 μg/ml 
· do řady B se aplikuje sérum v koncentraci 50 μg/ml, atd, do poslední řady H se nedává sérum

· do sloupce 1 se dává pozitivní kontrola (Ag = sérum s primární protilátkou)

· do sloupce 2 se dává negativní kontrola (sérum) (Pozn.: pozitivní kontrola musí obsahovat poměrně málo Ab (Ag), aby jejich hodnota byla uprostřed kalibrační křivky. V praxi to bývá okolo 10 – 20 μg/ml 

Konjugát (AbSE):
· do sloupců 1 – 2 se aplikuje konjugát o určité koncentraci

· do sloupců 3 – 4 se aplikuje konjugát o poloviční koncentraci 
· do sloupců 5 – 6 se aplikuje konjugát o čtvrtinové koncentraci (optimální koncentrace konjugátu se pohybuje v rozmezí 0,1 – 10 μg/ml)

· atd

Co se vyžaduje:

· musí se nalézt podmínky testu tak, aby negativní kontroly měly absorbanci 0,05 – 0,150 a maximální pozitivní hodnoty nad 1,0.Dodržování podmínek: vždy použít blank

a) bez Ag, s Abs
b) bez Abs s Ag
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konc. konjugátu v logaritmickém měřítku 
(označení jamky: A - H)
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List1

				1		2		3		4		5		6		7		8		9		10		11		12

		1		1.709		0.227		1.672		0.147		1.578		0.11		1.387		0.08		1.173		0.054		0.941		0.028		A

		2		1.568		0.151		1.427		0.11		1.181		0.078		0.946		0.058		0.747		0.039		0.573		0.0186		B

		3		1.144		0.096		0.964		0.077		0.764		0.057		0.568		0.04		0.41		0.0264		0.275		0.0118		C

		4		0.649		0.066		0.503		0.0548		0.385		0.0407		0.297		0.0276		0.225		0.0168		0.154		0.0065		D

		5		0.293		0.0467		0.24		0.0374		0.205		0.0279		0.169		0.0183		0.132		0.011		0.101		0.004		E

		6		0.158		0.0324		0.136		0.0254		0.116		0.0178		0.1		0.0118		0.083		0.0068		0.068		0.0023		F

		7		0.09		0.0198		0.08		0.0153		0.0704		0.0113		0.0608		0.0068		0.051		0.0043		0.042		0.0018		G

		8		0.036		0.0116		0.032		0.0083		0.027		0.0055		0.023		0.0038		0.02		0.0025		0.017		0.001		H

																						10		11		12

																						0.595		0.311		0.1

																						0.369		0.179		0.05

																						0.185		0.097		0.025

																						0.108		0.062		0.013

																						0.067		0.041		0.007

																						0.046		0.025		0.004

																						0.03		0.014		0.002

																						0.011		0.006		0.001
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konc. konjugátu v logaritmickém měřítku (označení jamky)
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List2
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konc. séra v logaritmickém měřítku (označení jamky)

Absorbance

BOX titrace
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List3

				1		2		3		4		5		6		7		8		9		10		11		12

		100		1.709		1.686		1.6		1.45		1.25		0.941								0.595		0.311		0.1		A

		50		1.568		1.459		1.256		1.04		0.829		0.6								0.369		0.179		0.05		B

		25		1.144		0.964		0.764		0.568		0.41		0.275								0.185		0.097		0.025		C

		12.5		0.649		0.503		0.385		0.297		0.225		0.154								0.108		0.062		0.013		D

		6.25		0.293		0.24		0.205		0.169		0.132		0.101								0.067		0.041		0.007		E

		3.125		0.158		0.136		0.116		0.1		0.083		0.068								0.046		0.025		0.004		F

		1.562		0.09		0.08		0.071		0.063		0.051		0.042								0.03		0.014		0.002		G

		0.781		0.036		0.032		0.027		0.023		0.02		0.017								0.011		0.006		0.001		H





		






