


Primy test ELISA

Slouzi pro zjisténi max. mnozstvi ag, ktery se muze navazat do jamek desticky, pro
zjisténi idealniho zfedéni konjugatu
REAKCE:Ag + AbE
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Priprava Ag:

Jako Ag vystupuje sérum a proti nému reaguje sekundarni protilatka s enzymem
(konjugat) nebo jakykoliv antigen a proti nému protilatky s navazanym enzymem
50 ug karbonatového pufru do kazdé jamky predem

naredit Ag v karbonatovém pufru do vysledné koncentrace 10 pg/ml

dat 50 pl redéného Ag do sloupce 1 (8x promichat)

prenos 50 pl do sloupce 2, atd az do sloupce 11

12. sloupec neobsahuje Ag — blank (BI1).

nechat pres noc



Priprava AbE:

-konjugat naredit v poméru 1/200 v blokovacim roztoku (1 ml
blokovaciho pufru + 5 ul konjugatu)

-do kazdé jamky nanést 50 ul blokovaciho roztoku

-do rady A nanést 50 pl redéného konjugatu 1/200 (vysledna
koncentrace je 1/400 v radé A

-prenaset 50 pl z rady A — B — C atd.

=nezapomenout na Bl

BI2 = bez AbE
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Vysledek:

Primy test ELISA priny test ELISA
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konc. konjugatu v logaritmickém 234 5 F7F 8 910111213
meritku konc. Ag v logaritmickém meéiitku
{oznaceni jamky: A - H) {Eislo jarmby: 1-12)
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Pozn: Osa X, kde ve skutecCnosti nevynasime koncentraci, ale Cislo jamky, je vlastné
z hlediska koncentrace v logaritmické Skale a hodnoty 1-12 jsou vlastné umeérné
prirozenému logaritmu koncentrace (pouzivame tuto stupnici, protoze jde o biologicky
material, kde se priibéh podoba rlistové kfivce; jde o Siroky rozptyl hodnot, proto bylo
pouzito logaritmické meritko. Za teéchto podminek by byl vypocet neznamé
koncentrace Ag nebo Ab obtizny, proto se tento model vyuziva jen na zjisténi idealni

krivky).



v test ELISA priny test ELISA
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Ag v logarimickem méftku

ne. Ag
{¢islo jarky: 1 -12)

Vyhodnoceni:

Krivky reprezentuiji titraci rozdilnénho redeni konjugatu proti kazdému
fedéni Ag. Muzeme zjistit:

Maximalni mnozstvi Ag, které se muze navazat na sténu jamek a jesté
vydava signal (vazebna kapacita plastu — kolisa od proteinu k proteinu).
Konec€ny bod titrace konjugatu v ur€itém redéni ukazuje stejna hodnota pfi

LA &v 4

Ve sloupci bez Ag barva znamena nespecifické adsorpce konjugatu (pfi
nizSich redenich vznikaji problémy nespecifickych vazeb, hodnoty skoro
jako blank) nebo pozadi destiCek.

Pri nizkych koncentracich Ag dochazi ke ztraté citlivosti (schopnost
reagovat s Ab).

Logaritmicke krivka se nevyhodnocuje, jen se vybira idealni kfivka z tech
vyslednych



VyZaduje se:

musi se nalezt podminky testu tak, aby negativni
kontroly mely absorbanci 0,05 — O 150 a maximalni
pozitivni hodnoty nad 1,0.

vzdy pouzit blank
vysoké hodnoty (absorbance kolem 1,5)

hodnoty bez nespecifickych vazeb konjugatu, idealni je v
rozmezi 1 — 1,5 OD

odecte se optimalni redeni konjugatu

optimalni redéni Ag dava A vrozmezi1-1,50D
Takto muzeme zjistit optimalni fedéni Ag a Ab pro
neprimy test ELISA. Konjugat vsak musi byt zameren
proti Ag nebo antigenem musi byt serum




BOX titrace - primy test

ELISA pro dalsi slozky (Ab,
AbsE)
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Na desticku navazeme Ag dle idealni koncentrace zjisténé v predchozim
pokusu
Ab vystupuje jako sérum, proti séru AbSE (konjugat),
Serum: bud’
= pozitivni sérum (=primarni protilatka), nebo
= negativni serum (=bez primarni protilatky)
Kazda jamka musi obsahovat 100 pl, tj
Aplikovat 50 pl rediciho roztoku a pak 100 pl (P, N sérum)
do rady A se aplikuje 100 pl séra (P, N) v koncentraci, 150 pg/ml
do rady B se aplikuje serum (P,N) v koncentraci 50 pg/ml, atd, do
posledni rady H se nedava sérum
Sérum-P (kontrola) musi obsahovat pomérné malo Ab (Ag), aby jeho
hodnota byla uprostred kalibracni krivky. V praxi to byva okolo 10 — 20

Hg/ml
Inkubace, promyti
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Konjugat (AbSE):

do sloupct 1 (1, 2) se aplikuje konjugat o urcité
koncentraci

do sloupct 2 (3, 4) se aplikuje konjugat o polovicni
koncentraci

do sloupcl 3 se aplikuje konjugat o Ctvrtinové
koncentraci (optimalni koncentrace konjugatu se
pohybuje v rozmezi 0,1 — 10 pg/ml) atd.

Inkubace, promyti



,BOX titrace” primy test ELISA
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BOX titrace

MUzeme vytvorit

dve krivky:

1. osa X — konc. protilatky
Y — Absorbance

2.08a X —

absorbance konjugatu

Y — Absorbance
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{oznaceni jamky: A - H)

Co se vyzaduje:

musi se nalézt podminky testu tak, aby negativni kontroly mély
absorbanci 0,05 — 0,150 a maximalni pozitivni hodnoty nad 1,0.
Dodrzovani podminek: vzdy pouzit blank

bez Ag, s Abs

bez Abs s Ag



BOX titrace

Neprimy test

| 1. osa X — konc. Protilatky — séra (P, N)
stoupajici koncentrace Ab — X , Y — Absorbance
4 krivky P, 4 krivky N

redéni Ab v logaritmickem méritku
(oznaceni jamky: A-H)




Neprimy test

Reakce: Ag + Ab + AbsE

0065 055 006

Naneseme na destiCku Ag o znamé konstantni koncentraci (1-2 pg/ml): + s Ag,
- bez Ag

Redéni Ab (séra): 10x, 50x, 100x, 150x, 200x, 250x, atd. do jamek A, B, C, D

Redéni AbsE: 1:100, 1:500, 1:1000, 1:1500, 1:2000, 1:5000, bez Abs

Blank x : 1.) bez Abs, 2.) bez Ab (séra), 3.) bez Ag



Vysledek: pokud krivka stoupa, Ab vykazuje
dostatecnou specifitu a afinitu

Nepfimy test

stoupajici koncentrace Ab —
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redéni Ab v logaritmickem méritku
(oznaéeni jamky: A - H)




Neprimy test ELISA

Kompetitivni inhibice mezi antigeny. Reakce: Ag1 + Ag2 + Ab + AbsE

Nanést Agl na celou desticku (pr. B. afzeli)) v optimalni koncentraci navazat, pak 2
kroky

50 ul kompetitoru Ag2 (= inhibitor, napt. B. garinii) o rlizné koncentraci: 500 pg/ml, 250
pg/ml, 125 pg/ml .... v fadcich A, B, C, ...

nanést 50 pl Ab (ve spravném redéni dle predchoziho pokusu) do vsech jamek kromé
sloupce 12, kde bude blank, 1 hod kultivace, promyti

100 pl Abs (sekundarni protilatka proti Ab) v optimalnim redéni (ve spravném redéni dle
predchoziho pokusu) téz vSude kromé blanku

(pg = pikogram = 10-12q)
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Hodnoceni:

OD nebo B) %inhibice

Cim vy33i % inhibice (niz&i OD), tim silngjsi druhy Ag a naopak, &im
vySSi absorbance, tim silngjsi a specifictéjsi Ag1na destiCce uz
navazany.

100% se rovna urcité absorbanci pozitivni kontroly, tj u pacient
nakazeny B. afzelii a pacient nakazeny B. garinii, vykazujici Ab proti
témto Ag.

Vyuziti: u riznych sérovaru patogennich mikroorganismdu, pfi stanoveni
podobnyh antigenu



= Grafem je jedina standardni kalibracni krivka o 8 bodech, kazdy z
nich je primérem z 11 bodd, jedna se o vyslednou kfivku (opét
logaritmicka Skala). Do grafu vyneseme i krivku hodnot blanku.

= Priklad (namérené hodnoty absorbance zobrazeny pouze u blanku,

z ostatnich znamena zobrazeni kazdého bodu pouze vypocteny
primeér):

koncentrace inhibitoru (pg)




Stanoveni idealni koncentrace Ag neprimou metodou ELISA

= Pozn.: v pripade stanoveni Ab proti borreliim a pouziti borr.
Ag na desticky mlzeme testovat jeho optimalni koncentraci
pomoci neprimé metody ELISA. Po zjisténi optimalni
koncentrace Ab a AbsE ,box titraci" naneseme na desticku
s rliznou koncentraci Ag tyto optimalni hodnoty

= Ag + Ab + AbsE




