Stanoveni nizkych hladin IgM v lidském séru metodou ELISA
(imunoesej — EIA — nekompetitivni ELISA)

Teorie:

Hladiny celkovych imunoglobulinii G, A, M se v laboratofi bézn¢ méti nefelometricky. U
imunodeficientnich pacientil se ¢asto stava, ze hladiny téchto protilatek lezi pod mezi detekce
nefelometru. Ten ndm nahlasi hodnotu IgM < 0,05 g/l nebo tifeba IgA < 0,01 g/l. V tomto
pfipad€ nds zajima, jestli ma pacient 0,049 g/l celkového IgM a nebo zda jeho hladina je
témet nulova.

Metoda ELISA slouZzi k prikazu protilatek 1 antigenti nizkych koncentraci.

Na pevnou fazi (povrch jamek mikrotitracni desticky) se navaze piislusny antigen, pfida se
vySetfované sérum, ve kterém chceme prokazat protilatky. Pokud jsou tyto protilatky
pritomny, navazi se na antigen a pii nasledném promyti nedojde k odplaveni. V dalsi fazi
pfidame konjugat, tj. protilatku proti lidkym globulinim znacenou enzymem kienovou
peroxidazou. Tento konjugat se navaze na komplex antigen — protilatka, vznikly v prvni fazi
reakce. K vizualizaci enzymové aktivity peroxiddzy pouZijeme tzv. substrat. Za pfitomnosti
sledovanych protilatek dojde ke zbarveni obsahu jamek. MnoZstvi produktu enzymové reakce
vyhodnotime fotometricky pfi vinové délce 450 nm na ELISA — readeru.

Provedeni:

1. Potazeni jamek mikrotitracni desticky:
e 18 pl kralici protilatky namifené proti lidské IgM protildtce + 12 ml
potahovaciho roztoku o pH 9,6
e pipetovat 100 pl tohoto piipravené¢ho roztoku do kazdé jamky mikrotitracni
desticky NUNC
e nechat inkubovat 2 — 3 noci pii 4 °C ve tmé

2. Promyti: 3x promyt roztokem Tris-NaCl-Tween

3. Blokovani: 100 pl blokovaciho roztoku Tris-NaCI-BSA do kazdé jamky,
inkubace 1,5 h pii 37 °C

4. Promyti: 3x promyt roztokem Tris-NaCl-Tween

5. Kalibrace: - viz schéma:

Fediciho roztoku rediciho roztoku
2290 pl 600 ul 600 ul 600 ul 100 ul 600 ul 100l 600 wl 600 pl
200 ul 200 ul 200 ul 165 ul 165 ul 200 ul
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konc. = 1470 pg/l 368 92 23 14,4 5,8 3,63 1,45 0,363 ng/l




6. Pozitivni kontrola: - viz schéma:

495 ul 995 ul rediciho
50l roztoku
Sl
pozitivni
kontroly

20000x fedéno

7. Negativni kontrola: tedici roztok Tris-NaCl-BSA

8. Redéni sér: - viz schéma:
990 ul 400 ul 900 nul 990 ul rediciho
100 ul roztoku
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U

500 x 1000x 10000x fedéno

9. Pipetovat: v dubletech: 100 pl na jamku dle pipetovaciho protokolu a inkubovat 2 h
pii 37 °C

10. Promyti: 3x promyt roztokem Tris-NaCl-Tween

11. Konjugat:
e 20 pl kréli¢i protilatky (namifené proti lidské IgM protilatce) s kienovou
peroxidédzou + 12 ml fediciho roztoku Tris-NaCl-BSA
e pipetovat 100 pl na jamku
e inkubovat 60 min. pfi pokojové teploté ve tme

12. Promyti: 3x promyt roztokem Tris-NaCl-Tween

13. Substrdt:
e 4 ml substratu TMB + 8 ml PBS o pH 7,6
e pipetovat 100 pl na jamku
e inkubovat 7 min. pfi pokojové teploté ve tmé

14. Stop cinidlo: 100 pl do kazdé jamky 1 M H,SO4
15. Reader: 450 nm (program ¢. 57 IgME)

16. Vysledky: v mg/l

Ref. rozmezi nad 13 roki: 0,46 g/ - 3,04 g/l 1gM




