Neprimy test ELISA
Kompetitivni inhibice mezi antigeny. Reakce: Ags + Ag. + Ab + AbsE

1.) Nanést Agq na celou desti¢ku (pf. B. afzelii) v optimalni koncentraci navazat,

pak 2 kroky
2.) 50 pl kompetitoru Ag (

pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml .... v fadcich A, B, C, ... 1 hodina kultivace
3.) nanést 50 uyl Ab (ve spravném fedéni dle pfedchoziho pokusu) do vSech

jamek kromé sloupce 12, kde bude blank

inhibitor, nap¥. B. garinii) o rizné koncentraci: 500

4.) 50 Abs (sekundarni protilatka proti Ab) v optimalnim fedéni (ve spravném

Hodnoceni:
A) OD nebo B) %inhibice

fedéni dle pfedchoziho pokusu) téz vSude kromé blanku
(pg = pikogram = 107?g)

Cim vy38i % inhibice (niz&i OD), tim silngj§i druhy Ag a naopak: &im vy$si OD, tim
silnéjSi Ag na destiCce uz navazany. 100% se rovna urcité absorbanci pozitivni
kontroly, kterd znamena pozitivni kontrolu, tj u pacient nakazeny B. afzelii a pacient
nakazeny B. garinii.

Grafem je jedina standardni kalibragni kfivka o 8 bodech, kazdy z nich je primérem
z 11 bodu, jedna se o vyslednou kfivku (opét logritmicka skala). Do grafu vyneseme i
kfivku hodnot blanku.

Pfiklad (naméfené hodnoty absorbance zobrazeny pouze u blanku, z ostatnich

zobrazen pouze v

pocteny pramér):

Agy | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10 | 11 | blank |pramér
500 pg |A 0,108 | 1,348
250pg |B 0,081 | 0,966
125pg [C 0,057 | 0,640
62,5pg |D 0,039 | 0,360
312pg |E 0,027 | 0,195
156 pg |F 0,013 {0,120
7,8 pg G 0,007 | 0,080
3,9 pg H 0,003 | 0,072
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Na osu Y patii absorbance nebo % inhibice.







