Protokol ELISA

Metodika se sestava ze Ctyt ¢asti: 1. Stanoveni koncentrace antigenu
2. Navazovani antigenu na desticku
3. Optimalizace metody ELISA — jsmSe ned¢lali
4. Vysetieni vzorkd ELISA

1.Stanoveni koncentrace antigenu

Stanoveni koncentrace antigenu pomoci kalibra¢ni kiivky za pouziti rizného fedéni albuminu.
Ke stanoveni koncentrace antigenu je nutné:
1. Pfichystat 5 riznych koncentraci albuminu: 2 mg/ml; 1,5 mg/ml; 1 mg/ml; 0,5 mg/ml; 0,1 mg/ml.
2. Na mikrotitracni desti¢ce smichat v triplikatech 5 pl vzorku s 25 pl roztoku ¢inidel A a 200 pl
¢inidla B. Po cca 20 min. se zmé&fi absorbance pii 700 nm.

3. Vytvoftit z hodnot albuminu kalibraéni kiivku a dopocitat koncentraci proteinil.
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Koncentrace antigenti kment B. b. sensu stricto je 1,139989 mg/ml, B. afzelii je 0,484945 mg/ml a B. garinii
je 0,727945mg/ml.

2. Postup navazovani antigenu na desticku

Po zjisténi koncentrace antigenu se postupuje dalSim krokem - navazovanim antigenu na desticku.
S destickou je po celou dobu nutno pracovat velmi opatrné a je nedotykat se spodni strany jamek.
1. Do kazdé jamky mikrotitraéni desticky se napipetuje 200 pl etanolu (70%). Poté je desticka

pfikryta vickem a necha se stat v klidu na vodorovné ploSe pfi laboratorni teploté cca 2 hodiny.



Po uplynuti stanovené doby se etanol odsaje a jamky se 3x promyji destilovanou vodou (200 ul
na kazdou jamku). Zbytky kapaliny z jamek je tfeba odstranit mirnymi udery do Cistého filtra¢niho
papiru.

Nyni je potieba ziedit antigen na koncentraci 2-3 pg/ml ve vazebnym roztoku. Do kazdé jamky
se napipetuje po 100 ul takto zfedéného antigenu.

Takto pripravena desticka je v této fazi zakryta vickem a ponechdna pies noc v lednici (pii 4 °C).
Nezbytné je opét zachovat jeji vodorovnou polohu.

Druhy den je tieba odpipetovat obsah jamek a opét 3x promyt promyvacim roztokem (200 ul na
jamku), oklepat a nechat oschnout.

Nyni zbyva vysytit zbylou plochu na plastu, kde neni navazan antigen. Do kazdé jamky se
napipetuje po 100 ul vazebného roztoku s rozpusténym 3% kaseinem. (Pufr musi mit teplotu
laboratote, aby se kasein v roztoku dokonale rozpustil.) Nyni se desticka necha stét pti laboratorni
teploté cca 2 hodiny.

Odsat obsah jamek a 3x promyt 200 pl promyvaciho roztoku, poté je potteba desticku opét oklepat
a nechat oschnout.

Nyni jsou desti¢ky pripraveny k provedeni ELISA testu. V této fazi také mohou byt desticky

uloZeny v lednici po dobu 2 mésict (diilezité je zabranit ptistupu vlhkosti).

3. Pracovni postup ELISA

1.

Nejprve je nutné nafedit vySetfovand séra na optimalni koncentraci blokovacim roztokem.
Ztedéna séra (100x) se pipetuji v mnozstvi 100 pl na jamku. Je tieba mit na desticce v duplikatech:
blank (blokovaci roztok), pozitivni sérum a vySettované vzorky zvlas't pro IgM a zvlast’ pro IgG.
To vSe je tfeba pfedem rozvrhnut na papirovy vzor destickys, .

Desticka s nafedénymi séry a dobie t€snicim vickem se nyni vlozi do termostatu a inkubuje se pfi
37 °C 1 hodinu.

Po uplynuti stanovené doby se desticka vyjme z termostatu, roztoky v jamkach se odsaji a
jednotlivé jamky se promyji nejméné 3x promyvacim roztokem (200 pl na jamku). Mirnym
poklepem se odstrani zbytky kapaliny z desticky do cCistého filtra¢niho papiru.

Do v8ech jamek se nanese po 100 ul konjugéatu ptipravené¢ho zvlast pro IgM, zvlast pro IgG
nafedéného blokovacim roztokem a cela desticka se neché inkubovat pti 37 °C 1 hodinu.

Po inkubaci v termostatu se obsahy jamek odsaji, opét nejméné 3x promyji promyvacim roztokem

(200 pl na kazdou jamku) a cela desticka se oklepe.



6. Nyni je potieba pfipravit si substratovy roztok s chromogenem a substratem v mnozstvi 100 ul na
kazdou jamku, a to tak, ze smichame 15 ml substratového roztoku se 7,5 mg OPD a 7,5 ul H2Oa.

7. Desticku 1 s vickem premistime do temna a nechdme ve vodorovné pozici inkubovat pii
laboratorni teploté cca 20 min.. Béhem této doby se vyviji barva v jamkach a vétSi mnozstvi
predevsim ultrafialového zéfeni tuto barevnou reakci zintenziviiuje.

8. Po uplynuti stanovené doby je reakce zastavena piidanim 1-2M H>SO4 (50 ul na jamku). Nejlépe

ihned provadime méteni pti 492 nm na ELISA-readeru.

Vysledky ELISA — méreni vzorkii:

Na kazdou méfenou desticku byly napipetovany v duplikatech: blank, negativni kontrola (NK),
pozitivni kontrola (PK) a konkrétni vzorky jednotlivych sér. Pro ucely grafického zndzornéni
vystupt z ELISA, byl od absolutni hodnoty zmétfené absorbance kazdého vzorku odecten blank (A-B).
Je tfeba vytvofit tabulku vysledki a grafy:

Grafické znazornéni piepocitanych hodnot absorbance pro IgM a IgG séra:
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Zavér: Je tieba posoudit vysledky z hlediska pozitivity PK a dalSich vzorkl z desticky.



