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Ensayo Inmunoenzimatico

¢ Definicion:

— ES una tecnica gue combina la especificidad
de los anticuerpos con la sensibilidad de un
Ensaye enzimaticoe. Esta tecnica es utilizada:
pafar mediiF tanter 2N IgERNGS COME aRLICUERRGS,

dermanera cualitativas, semicuantitatinve V.
cliantitatne

nttp:/Z/www.chemicon.com/Zresource/ANT101/a2C.asp



http://www.chemicon.com/resource/ANT101/a2C.asp

Las inmunoglobulinas:
estructura y funcion

C,1 C,2

Tail piece

Membrane u mRNA 'ransmembrane Secreted p mRNA
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Antigenos e Interacciones
Antigeno-anticuerpo

I\/Iolecu!as ~ sEnlaces I0nicos
complejas extrafas Enlaces  de
al organismo, de N IdFEGEENG
naturaleza proteical i oI nteracciones
que son capaces de hidrofiohicas
inducir una Rl y sElErZas de van
combinarse con los I der Waals
S e D
zgittigggs(-hgﬂ. Some antigens (Ag3) have repeating d i po I O_d i po I O

de la misma



Fases de las respuesta inmune
humoral

‘First exposure Second exposure
~ to antigen to antigen

Antibody-secreting
plasma cell .=

[g%} %

Antibody- ¥~ 4 4 lGM Activated
secreting { B cells <4 Long-lived plasma

plasma cell e cell {mainly in
bone marrow)

Activated
B cells - 2

Primary
response

{mainly in
bone marrow)

r’ rf

1
i
:
- plasma cell
1
i

S, Maive B cell

5 10 10
Days after antigen exposure | | Days after antigen exposure >

Abbas A, Inmunologia celular y molecular 2000



FUNDAMENTO DEL ELISA

VilESitle!
Ad Al

| | Enzyme
Binding i

Sit i @ Substrate
A \ Seoond Aty /" 0
Ag'Ab Target Analyte el ‘:_rnl ! @ Product
Fase Soélida (Antigen} Target Analyte
‘-

: Enzima unida al
Ag-Ab-Enzima [ e

Sample &

A 3

A v =t ‘ :

6 > Yer Y Y Y
&

Solid Phase

| Bind Wash Label Read

Compuesto coloreado



ELEMENTOS DEL ELISA

* [P0 de muestra
Antigenos
ANLICUErPES

=aserselida

> SUOSEraitos Lequin RM, Clin Chem, 2005; 51:2415

> javelzdor da [z sgtiviclae] enzietice




TIPO DE MUESTRA

—| | | |S=/"2a\




ANTIGENO

-Completo (Organismo, estructura
Integra)

sEXtIACTtortotal 1
(Ulitrrasenido;,selventes) !

JErzieelan Piriflezielsl (\Ndcleo, dls
fflenorerres BIOENEIES)

SPEREEISINELICE

Fase solida




L RPOS: Policionale 2CCIONES Ne alE

VIONOCIoNAalE
Produccion de Anticuerpos Monoclonales Conjugate

Inmunizacién de un ratén para ﬁ%\\\"\

estimular la produccién de ) ]
anticuerpos Células tumorales crecen
Células formadoras de =, _ &N cultivos tisulares o

anticuerpo aisladas del bazo

— . @ = A
é./f \ 0 gado
Células formadoras de anticuerpo se fusionan con — —
células tumorales cultivadas para formar un hibridoma

=
-

i ]
Se mide la produccién de e AT N N o
anticuerpos por los hibridomas Se clonan las células de hibridoma

productoras de anticuerpo Se separan los anticuerpo
monoclonales del cultivo




MATERIALES DE LA FASE SOLIDA:

Soporte Forma Union
disponible

Nitrocelulosa Membranas, o
LAminas covalente
Bolivinne pPlacas, [Laminas Covalente
PolIestireno pPlacas; [Laminas, Covalenite
Perlas
[EELeXs nylen; Leigllnels, Peffers Covalente

celulosa



Blue equals antigen
and green albumin

SOLUCION DE BLOQUEO

Buffer de Composicion Desventajas
bloqueo

Deteriora

Caseiha 596 p/V. leche sin grasa rapidamente.
Enmascara algunes
antigenos

Caseina/iween2 5% p/vileche sinigrasa, ©,2° Deteriora
0 Vheeiween2o rFapidamente.

ERmascara algunoes
anitigenes

WwWeen 20 Q)2 Yyela TRy Een Podria GENERAN
algUNBSHESIHNES

GElate Calziilprel 0. 2% (Zrnle) /sl
BSA %) cla BSIAY Relativamente costeso



Sistema de revelado de la reaccion Ag-Ac:
ENZIMA

~N O O0lh N =

P ESEaRIC A CIERLAS

Alta pUreZa Sandwich ELISA with Biotinylation
L Actividadiespecifica 2ﬁ1ﬁ°\;‘;‘f IHRP
. Bajo costo ::z:
AUSEnciarenshiuicosiielogICos g
Y EACINEELECEION e Wy i
. meglllclzie] ele e jticjzle]on anibody  BSRHRP

HRP HRP

=€ = Polyclonal anti-Glucose

COﬂd | C | ones d a) Oxidase (rabbit IgG)

@ = Glucose Oxidase

£ = Biotinylated polyclonal anti-Glucose
AlMECERNEMIENLO B Oridase (rabbit 16

=~ = Avidin linked with Horseradish Peroxidase

http://www.che.utexas.edu/~angela/sbelisa.jpg



TIPOS LA ENZIMA

ENZIMA ORIGEN Substrato

OPD (Amarillo 492 nm)
TMB (Amarillo 450 nm)

Rabano picante

Peroxidasa

Fosfata Alcalina
B-Galactosidasa

Glucosa oxidasa

PNP(Amarillo)
ONPG (Amarillo 410)

Glucosa OPD
(Anaranjado 490nm)

Eschericia coli
Escherichia coli

Aspergilus ninger

Clara del huevo

Lisozimas

Malato
Deshidrogenasa

(Campbell, 1991)

Corazoén de Cerdo




SUBSTRATOS

1. Compuestos solubles
2. Facil de manipular
3. No resulten toxicos
4. Bajo costo

Deteccidn de la actividad Enzimatica
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Ensayo iInmunoenzimatico

Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

o Sensibilizacion de |12 placa [y

Blue equals antigen

¢ Blogueo de les espacios gggg' 099 gnd green albumiy
vaLlos e

¢ lncubacion con |2 MUEsLIal [Fegeidegeios-
proplenia 00000000

¢ lncubacion con El sistemal  Patels
derdeteceion: Ejb Sitse BeSoR82S

plsca g coniicyAg el ELISA Plate
VAISERSENEilcrCoRPam=le©
fltigrleiplel conljlicfziclzl cojp)
Liflel erizfrlel

¢ Adicion del sustrato

Conjugate Substrate




http://www.ub.es/biocel/wbc/tecnicas/elisa.htm

2o e
o =0 :
PSRl Tioos de ELISA

Empleanda los pocillos
recubiertos de antigeno

ELISA Indirecto | ELISA directo

v DIRECTO

v INDIRECTO

v TIPO “SANDWICH?

OICAPTIURA DE ueevees

ANTHIGENOS . .

v COMPETITIVO oL L L Lo 00 S S S S E
Antigeno Ant_i-IG acoplada a una

O Buffer de bloqueo enzima

Anticuerpo

) Substrato



Tipos de ELISA

v INDIRECTO
v TIPO “SANDWICH” ©
CAPTURA DE ANTIGENG

vCOMPETITIVO
¥R YR !
YY YYYY
< Antigeno % ANTICUErPO acoplado a la enzima
SUTTer de bloqueo _
)\ Anticuerpo . Substrato

—| | | |S=/"2a\




Tipos de ELISA

v INDIRECTO
v TIPO “SANDW It uNo N

Competitive ELISA
CAPTURA DE

ANTIGENOS oA
v COMPETITIVO - - m -

B

Standarda & Samphe Eneyine Labeled Antigen



APLICACIONES

Deteccion de antigenos o anticuerpos
Virus
IHONGOS
Parasitos
PACLERIas

OIF EUMALOIGED);

Pm';r:ein'l GEITNUCIED
INREGICRUIINESIVICHOSOMAIES
CoOMplejosanmune




> W =—rm

APLICACIONES

Medicion de Hormonas
Progesterona, esitrogenos, cortisol, Insulina,
testosterona, gonadotrepina corionica humana , TSH.

Deteccion de antigenos tumorales:

ARNGIGEND PrESLALICE
Alha=hetoprotea
ANLGENGIGEIN VARG
ANGIGEND CARCINEEMBIIGNENIO
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