ELISA

Cil prace: Stanoveni antiborreliovych protilatek v lidském séru

Material: sonifikovany celobunécny antigen Borrelia garinii, kit na stanoveni koncentrace
proteini (Biorad), albumin, kasein, mikrotitraéni desticka, ELISA reader, pipety, Spicky,
kadinky, roztoky (fyziologicky, vazebny, promyvaci), konjugat a substrat (Bioplus), H,SO..

Postup prace:

Stanoveni koncentrace antigenu

1. Vytvoftit kalibracni kiivku nafedénim albuminu ve fyziologickém roztoku (koncentrace: 2
mg/ml, 1,5 mg/ml, 1 mg/ml, 0,5 mg /ml, 0,1 mg/ml).

3. Na mikrotitira¢ni desti¢ce smichat v triplikatech 5 pl vzorku/standardu + 25 pl roztoku A +
200 pl roztoku B. Zméfit absorbanci pi1 700 nm.

3. Zm¢éiené hodnoty dosadit do kalibra¢ni kiivky (linedrni) a vypocitat koncentraci proteint.

Navazovani antigenu na desti¢ku

1. Do kazdé jamky mikrotitraéni desticky nanést pipetou 200 ul etanolu. Nechat v klidu stat
na vodorovné plose pfi laboratorni teploté 2 hodiny. Ptikryt vickem.

2. Po uplynuti stanovené doby pipetou odsat etanol a 3x promyt 200 pul destilované vody na
kazdou jamku. Zbytky kapaliny zjamek odstranit mirnymi udery do cistého filtraCniho
papiru.

3. Ztedéni Ag na koncentraci 2 pg/ml vazebnym (karbonatovym) roztokem, ptidame 100 pl
do kazd¢ jamky

4. Zakryt vickem a nechat ptfes noc v lednici (4°C). Opét zachovat vodorovnou polohu.

5. Druhy den odpipetovat obsah jamek a 3x promyt promyvacim roztokem (200 pl/jamku).
Desticku oklepat a nechat oschnout.

6. Nyni zbyva vysytit zbylou plochu na plastu, kde neni navazan Ag. Do kazdé jamky
pipetovat 100 ul vazebného roztoku s rozpusténym kaseinem (3%).

7. Nechat stat pii laboratorni teploté 2 hodiny.

8. Odsat, 3x promyt kazdou jamku 200 pl promyvaciho roztoku, oklepat a nechat

oschnout.

Nyni jsou desti¢ky piipraveny k provedeni ELISA testu nebo mohou byt ulozeny v lednici na

dobu max. 2 mésict (zabranit pristupu vlhkosti).



Neprimy test ELISA

1. Naredit vySetiovana séra na optimalni koncentraci fedicim (blokovacim) roztokem (1:100
tzn. 1 + 100). Rozvrhnout si umisténi vysetfovanych sér na desti¢ce. Redéna séra pipetovat
v duplikatech v mnozstvi 100 pl/jamku. (Kazdy vzorek vcetné pozitivni kontroly se natedi na

objem 2x t.j. 2x 13 pl séra + 1300 pl fediciho roztoku.)

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

4 4 5 5 6 6 4 4 5 5 6 6

7 7 8 8 9 9 7 7 8 8 9 9

10 10 11 11 12 12 10 10 11 11 12 12

13 13 14 14 15 15 13 13 14 14 15 15

16 16 17 17 | PK | PK 16 16 17 17 | PK | PK

T Q| T m| O O W o>

TIgM 1 T1gG 1

2. Desticku s nafedénymi séry a dobie té€snicim vickem vlozit do termostatu a inkubovat pii
37 °C/1 hod.

3. Po uplynuti stanovené doby desticku vyjmout z termostatu, odsat roztoky v jamkach.
Promyt 3x promyvacim roztokem (200 upl/jamku) a mirnym poklepem odstranit zbytky
kapaliny do ¢istého filtracniho papiru.

4. Do vSech pouzitych jamek nanést 100 pl konjugatu (polovina - Anti-IgM, polovina - Anti-
IgG). Inkubovat pti 37 °C/1 hod.

5. Po inkubaci v termostatu obsahy jamek odsat, 3x promyt promyvacim roztokem - 200 pl na
kazdou jamku. Oklepat.

6. Do vSech pouzitych jamek nanést 100 pl substratového roztoku obsahujiciho TMB.

7. V této fazi uz se nesmi obsahy jamek odsdvat. Desticku i s vickem nechat v temnu
minimaln¢ 10 minut pfi laboratorni teploté. Béhem této doby se vyviji barva v jamkéch a vétsi
mnozstvi pfedevSim ultrafialového zafeni tuto barevnou reakci zintenziviiuje. Po uplynuti
stanovené doby reakci zastavit pfidanim 1M H,SO4 (50 pl/jamku). Nejlépe ihned méfit
absorbanci pii 450 nm na ELISA-readeru.




Vyhodnoceni:

Do tabulky a grafu uvést/vynést zprimérované hodnoty absorbance vsSech vzorki minus
zprimérovana hodnota blanku (uvést! musi se pohybovat mezi 0,050-0,100) a pro oba
konjugaty (IgM/IgG) a zhodnotit vysledek. Tzn. jak moc si odpovidaji popt. se lisi hodnoty
absorbance riznych vzorkl pii pouZiti stejného konjugatu (IgM/IgG) a hodnoty stejnych
vzorkl pii pouziti riznych konjugati (IgM a IgG). Které vzorky se v porovnani s ostatnimi
jevi spiSe jako pozitivni a které spiSe jako negativni (Jde o hruby odhad, na stanoveni hranice
pozitivity bychom museli mit podstatné¢ vétsi pocet vzorkl.). Uvést hodnoty blanku, ale
neodecitat je od hodnot vzorka. Typicky negativni vzorek (negativni kontrola) dosahuje
hodnot kolem 0,100-0,300. Hodnota absorbance pozitivni kontroly byva 1,000 a vyse. PFi
hodnoceni vSech vzorkii je nutné brat v iivahu jak hodnotu blanku, ktera se v zavislosti
na redéni priliS neméni (pouze je vysSi pii nedostatecném promyti atd.) a pozitivni

kontroly.



