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Cil prace: Stanoveni antiborreliovych protilatek v lidském séru

Material: smés antigentt Borrelia burgdorferi, kit na stanoveni koncentrace proteini
(Biorad), mikrotitraéni desticka, ELISA reader, pozitivni sérum, sekundarni protilatka
znacend 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 mikrotitira¢ni desticce smichat v triplikdtech 5 pl vzorku/standardu + 25 pl roztoku A +
200 pl roztoku B. Zméfit absorbanci pfi 700 nm.

3. Zme¢tené hodnoty dosadit do kalibra¢ni kiivky (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 stranidch co nejmen$im mnoZstvim prstu.
Neptipustné je dotykat se spodni strany jamek. Nékteré firmy dodéavaji destiCky s vicky.
Z hlediska té€snéni se ukazalo jako lepsi pouzit vicko z alobalu.

1. Do kazdé¢ jamky mikrotitracni 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 pl destilované vody na
kazdou jamku. Zbytky kapaliny zjamek odstranit mirnymi Gdery do distého filtraéniho
papiru.

3. Nafedit Ag na potfebnou koncentraci (2 pg/ml, ptivodni koncentrace - 1,35 mg/ml) 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 otocenou ,,vziiru nohama‘ na

filtracnim papite, aby se do ni neprasilo).



6. Nyni zbyva vysytit zbylou plochu na plastu, kde neni navazan 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 pii laboratorni teploté 2 hodiny.

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

oschnout.

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

Neprimy test ELISA

1. Nafedit vySetfovana séra na optimalni koncentraci blokovacim roztokem. Rozvrhnout si
umisténi vySetfovanych sér na desti¢ce. Redéna séra pipetovat v mnozstvi 100 pl/jamku. Je
diillezité si pamatovat, kterd séra se zacala nandSet jako prvni. Nasledné kroky (odsavani,
promyvani, nanaseni konjugatu a substratu a nakonec i zastaveni reakce), by se meély
opakovat ve stale stejném potadi.

2. Desticku s nafedénymi séry a dobie té€snicim vickem vlozit do termostatu a inkubovat pii
37 °C/1 hod.

3. Po uplynuti stanovené doby desticku vyjmout z termostatu, odsat roztoky v jamkéach.
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 substratem v mnozstvi 100 pl na
kazdou jamku: 15 ml substratového roztoku + 7,5 mg OPD + 7,5 ul H,O, (H,O, musi byt co
nejcerstvejsi! Musi se uchovavat v chladu a ve tmé¢. Také OPD je nutno chrénit pfed svétlem).
7. V této fazi uz se nesmi obsahy jamek odsavat. Desticku i s vickem nechat v temnu
minimalné¢ 10 min. pii laboratorni teploté. Béhem této doby se vyviji barva v jamkéch a vétsi
mnozstvi piedev§im ultrafialového zafeni tuto barevnou reakci zintenziviiuje. Po uplynuti
stanovené doby reakci zastavit pfiddinim 1M H,SO4 (50 pl/jamku). Nejlépe ihned méfit pii
492 nm na ELISA-readeru.



Kalibrace:

Kalibrace

y = 0,1472x + 0,1149
R? = 0,9956
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Zmérena data a zavér:

User comment:

Measurement mode: Absorbance
Measurement

filter: 492 nm
Number of

flashes: 8

Rawdata




0,0730 0,0680 0,3690 0,3860 1,2780 1,3450 0,5050 0,5010
0,3880 0,3300 0,3270 0,2920 0,2370 0,2530 0,7940 0,8290
0,2790 0,2710 0,4450 10,3740 0,5440 0,7500 0,4820 0,5780
0,4210 0,3020 0,5600 0,5220 0,1480 0,2930 0,2400 0,2610
IgM avg IgG avg
blank 0,0720 0,0670  0,0695 | blank 0,0730 0,0680 0,0705
neg. neg.
ctrl 0,5400 0,5830 0,5615 | ctrl 0,3690 0,3860 0,3775
poz. poz.
ctrl. 0,4090 0,4070 0,4080 | ctrl 1,2780 1,3450 1,3115
1 0,5290 0,5520 0,5405 1 0,3880 0,3300 0,3590
2 0,3980 0,5140 0,4560 2 0,2790 10,2710 0,2750
3 03170 10,3250 0,3210 3 04210 0,3020 0,3615
4 0,3350 0,2970 0,3160 4 03270 10,2020 0,3095
5 0,3290 10,3160 0,3225 5 04450 0,3740 0,4095
18 0,4590 0,5750 0,5170 18 0,5600 0,5220 0,5410
20 0,2430 0,2650 0,2540 20 0,2370 0,2530 0,2450
40 0,9940 10,9850 0,9895 40 0,5440 10,7500 0,6470
55 0,2930 10,2790 0,2860 55 0,1480 0,2930 0,2205
111 0,4420 0,4950 0,4685 111 0,5050 0,5010 0,5030
666 0,6180 0,6010 0,6095 666 0,7940 0,8290 0,8115
. 0,6770 0,6000 0,5885|. 0,4820 0,5780 0,5300
Z 0,6130 0,7650  0,6890|Z 0,2400 0,2610  0,2505

Hranice pozitivity spocitana jako negativni kontrola ndsobena 2,1. Pocitana pouze pro IgG.
(0,79275). U IgM negativni kontrola vyssi nez pozitivni, zpiisobend pravdépobné problém pii
loadingu. Hranice pozitivity nemohla byt stanovena, ani zobrazena v pfiloZzeném grafu.

Vzorek ,,40“ v§ak vyrazné piekracuje hodnoty namétené u ostatnich.

RLU

1,2000

1,0000

0,8000

0,6000

0,4000

0,2000

0,0000

IgM

o

blank neg.

poz.

Ctrl  Ctrl.

1 2

666




IgG
1,5855
1,3115
5 0,8115
z 07928 1
0,6470
0,5410 (] 0.5030 0,5300
0,3775 0,3590 0,3615 0,4095
0, 2750 0,3095
0,2450 0,2205 0,2505
0,0705 H H H H
0,0000 M T T T T T T T T T )
blank neg. poz. 18 20 40 55 111 666 . z
Ctrl  Ctrl
vzorky

Z ptiloZzeného grafu je ziejmé, Ze stanovenou hranici pozitivity mirné€ piekracuje pouze
vzorek s oznaenim ,,666“. Vzhledem k podminkdm, ve kterych byly vzorky zpracovavany,

vSak nelze z tohoto fenoménu vyvodit diagnostické disledky.



