


ELISA

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
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Caracteristicas del Ac relacionadas con
con el reconocimiento dell Ag
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Venl

Muy sensible

Gran numero de muestras procesadas
simultaneamente.

Resultados rapidos
Utilizacion de reactivos menos toxicos
Menor costo

Cuantificacion de sustancias diversas:

hormonas metabolitos toxinas
farmacos mediadores de inflamacion proteinas
citoquinas agentes infecciosos, etc.
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ElRcament

Ag 0 AC Ag o Ac Conjugado:
filadoa 4+ enla + Acunidoa + SUSTRATO

una fase muestra ENZIMA
sdlida



FASE SOLIDA
Antigeno

Anticuerpo
Conjugado: ENZIMA
SUSTRATO




Material del Soporte

Nitrocelulosa Membranas, No covalente
Laminas
Polivinilo Placas, Laminas Covalente
Poliestireno Placas, LAminas, Covalente
Perlas
Latex, nylon, celulosa Membranas, Covalente

y sefarosa Laminas, Perlas



Completo

Extracto total
Fraccion Purificada
Péptido sintético

Proteina recombinante



SANUICUErPOS Policionales
Heterogéneos

Reconocen epitopes diferentes del Ag
Producidos por numerosos clones de Linfocitos B

SANUCUErPOS IVionecionales
Homogéneos

Especificidad Unica

Producidos por un unico clon de Linfocitos B
Disponibles en cantidades ilimitadas
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Peroxidasa
Fosfatasa alcalina
B-galactosidasa
Penicilinasa
Ureasa

Glucosa oxidasa



SUSTRANGS

Selubles en agua

Eacil de manipular

No t0XIC0S, NO MuUtagenicos
Bajo costo



Fermacion de coloeres por la accion enzimatica
selre diferentes cromogenos

p-Nitrofenil Fosfato (pNPP)

Amarillo

Fosfatasa 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato /
Alcalina nitro azul de tetrazolium (BCIP / NBT)
Naftol AS-TR posfato /fast red RC

2,2"-azino-bis (3-etilbenziazoline-6-
acido sulfénico) Verde

o-fenilendiamino (OPD) Naranja
3,3’5,5"-tetrametilbencidina base o
Peroxidasa Dihidrocloruro (TMB)
3,3"-Diaminobencidina (DAB)

3-amino-9-Etilcarbazole (AEC)

4-cloro-1-Naftol (4C1N)




Incorporacion de acidos o bases
fuertes para detener lareaccidn

La cantidad de producto enzimatico
formado se determina leyendo la
densidad optica (DO) con un
espectrofotometro



EASES DEIBELISA

Titulacion de la cantidad de Ag o Ac a utilizar para
sensibilizar la placa.

Sensibilizacion
Lavado
Bloqueo
Lavado

Incubacion de las placas con las muestras y controles
positivos y negativos

Lavado

Incubacion del conjugado

Lavado

Incubacion del sustrato

Detenimiento de la reaccidn enzimatica
Lectura de las placas



BLOQUE®G

Buffer de Composicion Desventajas
bloqueo

Deteriora rapidamente.

Caseina 5% pl/v leche sin grasa Enmascara algunos
antigenos
Caseina/Tween20 5% p/v leche sin grasa, O,2 %de Deteriora rapidamente.
Tween20 Enmascara algunos
antigenos
Tween 20 0,2 %de Tween Podria generar algunos
residuos
Gelatina Gelatina 0.2% (2mg/ml)

BSA 3% de BSA, Relativamente costoso



| avados

Utilizados para separar los componentes
unidos de los libres

Generalmente:

De 3 a 6 lavados por cada etapa
Duracion de 30 seg a1 min c/u

Se utiliza Buffer fosfato 0.01 a pH 7,2



NPOS DENSEISA

DIRECTO

INDIRECTO

COMPETITIVO

TIPO SANDWICH

METODO AVIDINA-BIOTINA



ELISA INDIRECTO
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Antigeno Conjugado Anticuerpe-Enzima

Buffer de blogueo
Muestra (Anticuerpo)

Sustrato
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ELISA SANDWICH

lavado
vl >

Anticuerpo Adicion de

fijado al la muestra
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Antigeno a

ser medido




ELISA SANDWICH
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Anticuerpo Adicion de
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ser medido

Adicion del
conjugado
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secundario




ELISA SANDWICH

lavado lavado 96 lavado Q/?/
! v ! >

Anticuerpo Adicion de Adicién del Adicion del
fijado al la muestra conjugado sustrato y
p0zo con enzima- medicion

Antigeno a Anticuerpo del color
ser medido secundario




ELISA SANDWICH

lavado lavado 96 lavado Q/?/
! v ! >

Anticuerpo Adicion de Adicién del Adicion del
fijado al la muestra conjugado sustrato y
p0zo con enzima- medicion

Antigeno a Anticuerpo del color
ser medido secundario




INTERPRETACION
DE RESULTADOS




INTIERPRETACION DERE

Incluir controles:

Contro
Contro
Contro
Contro

del PBS (blanco)
Negativo
Positivo Bajo
Positivo Alto

SUL TAPOS



Paciente 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

I S N A S AN SR SN

112 3 |4|5({6|7]8|9]10|1112
A Bg 1/64 A
B ) *E‘% 1/256 B

o0

C O Qqc) 1/1024 C
D @) 1/4096 D
= Z 1/64 =
F < é_g 1/256 F
G — é.g 1/1024 G
H aa 1/4096 H

112 3 (45|67 8]91(10|11|12

| R R

Paclente 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20




REFORITE DE RESUL [ADOS

REPORTE CUALITATIVO
Positivo
Negativo

REPORTE CUANTITATIVO
ng o ng/ mi

Unidades internacionales de ELISA
(EIU)




REPORTE DE RESULTADOS




REFORTE DE RESUL IADOS

Semicuantitativa

-

Valor Promedio 263
Cut off{ minimo = de los X Desvigciones
positivo Controles estandar

S Negativos



ANTICUERPOS CONTRA AGENTES INFECCIOSOS

Toxoplasma Cisticerco Amibas

CMV Hepatitis A-B-C Helycobacter pylori
Epstein Barr Rubeola HIV

ANTIGENOS TUMORALES

ACE CA125 NSE

APS AFP CA19-9
AUTOANTICUERPOS

ANA FR ANCA
Anticuerpos antitiroideos Anticardiolipinas

PROTEINAS PLASMATICAS
PCR
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