ELISA

Cil prace: Stanoveni antiborreliovych protilatek v lidském séru

Material: smés antigentt Borrelia burgdorferi, kit na stanoveni koncentrace proteina
(Biorad), mikrotitraéni desti¢ka, ELISA reader, pozitivni sérum, sekundarni protilatka
znaena peroxidazou, pipety, roztoky (vazebny, promyvaci, blokovaci, substratovy)

Postup prace:

Stanoveni koncentrace antigenu

1. Vytvofit kalibra¢ni kfivku 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 mikrotitiracni desticce smichat v triplikatech 5 pl vzorku/standardu + 25 pl roztoku A +
200 pl roztoku B. Zméfit absorbanci pii 700 nm.

3. Zmétené hodnoty dosadit do kalibra¢ni kifivky (linearni) a vypocitat koncentraci proteint
Borrelia burgdorferi.

Navazovani antigenu na desticku

Desticka se vyjme z ochranného obalu a polozi na filtraéni papir, je tfeba manipulovat s ni
opatrné a pii premistovani ji vzdy uchopit po strandch co nejmenSim mnozstvim prsti.
Nepfipustné je dotykat se spodni strany jamek. Nekteré firmy dodavaji desticky s vicky.
Z hlediska tésnéni se ukazalo jako lepsi pouzit vicko z alobalu.

1. Do kazdé jamky mikrotitraéni desticky nanést pipetou 200 pl etanolu. Nechat v klidu stat
na vodorovné plose pii laboratorni teploté 2 hodiny. Piikryt vickem.

2. Po uplynuti stanovené doby pipetou odsat etanol a 3x promyt 200 ul destilované vody na
kazdou jamku. Zbytky kapaliny zjamek odstranit mirnymi udery do Ccisté¢ho filtracniho
papiru.

3. Nafedit Ag na potfebnou koncentraci ve vazebném (karbonatovém) roztoku. Pipetou nanést
100 pl do kazdé jamky.

4. Zakryt vickem a nechat pies 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 (Iépe je nechat desticku otofenou ,,vziiru nohama‘“ na
filtratnim papife, aby se do ni neprasilo).

6. Nyni zbyva vysytit zbylou plochu na plastu, kde neni navazdn Ag. Do kazdé jamky
pipetovat 100 pl vazebného roztoku s rozpusténym kaseinem (3%). Pufr musi mit teplotu
laboratote, aby se mléko dokonale rozpustilo.

7. Nechat stat pfi laboratorni teploté 2 hodiny.



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

oschnout.

Nyni jsou desticky ptipraveny k provedeni ELISA testu nebo mohou byt ulozeny v lednici na
dobu max. 2 mésici (zabranit ptistupu vlhkosti).

Neprimy test ELISA

1. Naredit vySetfovana séra na optimalni koncentraci blokovacim roztokem. Rozvrhnout si
umisténi vySetiovanych sér na destiéce. Redénd séra pipetovat v mnozstvi 100 pl/jamku. Je
dilezité si pamatovat, ktera séra se zacala nanaset jako prvni. Nasledné kroky (odséavani,
promyvani, nandSeni konjugatu a substrdtu a nakonec i zastaveni reakce), by se mély
opakovat ve stale stejném poradi.

2. Destic¢ku s nafedénymi séry a dobie tésnicim 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 pl/jamku) a mirnym poklepem odstranit zbytky
kapaliny do ¢istého filtracniho papiru.

4. Do vsech jamek nanést 100 pl konjugéatu natedéného blokovacim roztokem. Inkubovat pii
37 °C/1 hod.

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

6. Nyni pfipravit substratovy roztok s chromogenem a substrditem v mnozstvi 100 pl na
kazdou jamku: 15 ml substratového roztoku + 7,5 mg OPD + 7,5 pl H,O, (H2O, musi byt co
nejcerstveéjsi! Musi se uchovavat v chladu a ve tmé. Také OPD je nutno chrénit pfed svétlem).
7. V této fazi uz se nesmi obsahy jamek odsdvat. Desticku i s vickem nechat v temnu
minimalné¢ 10 min. pii laboratorni teploté. Béhem této doby se vyviji barva v jamkach a vétsi
mnozstvi piredevs§im ultrafialového zareni tuto barevnou reakci zintenziviiuje. Po uplynuti
stanovené doby reakci zastavit ptiddnim 1M H,SO4 (50 pl/jamku). Nejlépe ihned méfit pri
492 nm na ELISA-readeru.



