STANOVENI KONCENTRACE PROTILATEK PROTI NUCL METODOU ELISA
Princip:
Vzorky séra jsou inkubovany v mikrotitracnich destickach v jamkach pokrytych specifickym
antigenem. Jsou-li ve vzorku séra pacienta pfitomny odpovidajici specifické protilatky, navazi
se na antigen. Nenavazana frakce protilatek je odmyta. Poté je piidan konjugat, tj. protilatky
proti lidskému imunoglobulinu konjugované s enzymem. Béhem nasledné inkubace dojde
k navazani konjugatu na komplex antigen-protilatka, vznikly v pfedchozim kroku.
Nenavazany konjugat je odmyt. Poté ptidavek substratu vede k enzymatické reakci
s navazanym enzymem. Vysledkem je barevna reakce, kterd se zastavi piidanim kyseliny.
Intenzita zbarveni je tmérna koncentraci vysetfované latky.
Pomiicky a material:
Postup:
1. Vytemperujte soupravu Aeskulisa NUCL 30 min. pfi laboratorni teplot¢.
2. Pripravte si fedici roztok- 20 ml koncentrovaného fediciho roztoku dopliite destil. vodou
na celkovy objem 100 ml.
3. Nafed’te prtislusna séra pac. 1 : 100 (pted fedénim promichat):
do Eppendortky napipetujte 500 ul nafedéného fediciho roztoku + 5 ul séra.
( kalibratory a kontroly ze setu jsou jiz pfipraveny k pouziti )
4. Vyndejte stripy s jamkami z obalu a umistéte do prvnich pozic nosice. Ptipravte si:
1 A : negativni kontrola
1 B: pozitivni kontrola
1 C: kalibrator cut off
1 D: kalibrator 10
1 E: kalibrator 30
na dal$i pozice nafed. vys. séra pacientli dle poc¢tu dalSich jamek.
5. Aplikujte kontroly, kalibratory a nafedénd vys. séra pac. do jamek & 100 ul.
Pted aplikaci promichat! Desku pfikryjte vickem a inkubujte 30 min. pfi lab. teploté.
6. Pfipravte si promyvaci roztok: 20 ml koncentrovaného promyvaciho roztoku doplite
destil. vodou na celkovy objem 1000 ml.
7. Desku promyjte 3x
8. Aplikujte 100 ul konjugatu do kazdé jamky, konjugéat v setu je pfipraven k pouZiti.
Desku pftikryjte vickem a inkubujte 30 min. pfi lab. teploté.
9. Opakujte promyti
10. Aplikujte 100 ul substratového roztoku TMB do kazdé jamky, roztok v setu je pfipraven
k pouziti. Desku pfikryjte vickem a inkubujte 30 min. pii lab. teploté VE TME.
11. Aplikujte 100 ul stop ¢inidla do kazdé jamky, roztok v setu je ptfipraven k pouziti,
nechte 5 min. piisobit.
12. Na fotometru odectéte OD v jamkach desticky pti 450 nm - program: 450 IP.mth.
13. Na vysledkovém listu jsou v horni tabulce hodnoty OD, ve spodni pfepocitany index
pozitivity = IP (t.j. podil OD vzorku a OD cut off v jamce C1).
Vysledkovy list podepiste a oznacte pozice kontrol, kalibratorti a méfenych vzork.
Hodnoceni IP:
P 0 - 0,800 negativni
IP 0,801-1,200 limitni = hrani¢ni
IP 1,201 -1,599 slabé pozitivni
IP 1,600-2,599 pozitivni
IP 2,600 a vice silné pozitivni ++
14. Dle hodnoceni IP odectéte miru pozitivity testu pro ptisluSné pacienty.
Norma pro hladinu protilatek v séru : negativni
Zaver:
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