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ΑΝΟΣΟ∆ΟΚΙΜΑΣΙΑ:
ΑΝΟΣΟΠΡΟΣΡΟΦΗΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΣΤΕΡΕΑΣ ΦΑΣΕΩΣ 
ΜΕ ΣΥΝ∆ΕΣΗ ΕΝΖΥΜΟΥ (ELISA)

Στις τεχνικές των ανοσοδοκιµασιών χρησιµοποιούνται σηµασµένα αντισώµατα για την
ανίχνευση αντιγόνων και αντισωµάτων. Είναι εξαιρετικά ευαίσθητες και πολύ οικονο-
µικές στην κατανάλωση αντιδραστηρίων. Στις δοκιµασίες στερεάς φάσης για αντισώµατα
χρησιµοποιούνται προσδέµατα σηµασµένα µε ραδιοϊσότοπα (ραδιοανοσοανάλυση, radio-
immunoassay, RIA) ή ένζυµα (ανοσοπροσροφητική ανάλυση στερεάς φάσεως µε σύνδεση
ενζύµου, enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA). Στη ραδιοανοσοανάλυση
σηµαίνεται το σταθερό συστατικό (αντίσωµα ή αντιγόνο) µε ραδιοϊσότοπο, συνήθως µε 
ραδιενεργό 125Ι. Στην ELISA γίνεται χηµική σύνδεση ενός ενζύµου µε το αντίσωµα ή 
το αντιγόνο. Αυτές είναι οι ευρύτερα χρησιµοποιούµενες από όλες τις ανοσολογικές 
δοκιµασίες, επειδή µπορεί να πραγµατοποιηθεί µεγάλος αριθµός δειγµάτων σε σχετικά 
µικρό χρονικό διάστηµα. Πρόσφατα οι δείκτες φθορισµού (immunofluorescence) ή 
χηµειοφωταύγειας (chemilluminescence) τείνουν να αντικαταστήσουν τα ραδιοϊσότοπα 
ως µέσα σήµανσης.

Ανοσοδοκιµασία για αντισώµατα:
Αντιγόνα επωάζονται σε ισότονο διάλυµα αλάτων, µέσα σε πλαστικά πλακίδια ή σωληνάρια.
Μικρές ποσότητες προσροφώνται επάνω στην πλαστική επιφάνεια. Το ελεύθερο αντιγόνο
αποµακρύνεται µε πλύση. (Στο πλακίδιο µπορεί να προστεθεί περίσσεια άσχετης πρωτείνης
για να παρεµποδισθεί οποιαδήποτε µη ειδική σύνδεση πρωτεϊνών). Προστίθεται το εξετα-
ζόµενο αντίσωµα, το οποίο συνδέεται µε το αντιγόνο. Οι µη προσδεµένες πρωτείνες από-
µακρύνονται µε πλύση. Το αντίσωµα ανιχνεύεται από ένα σηµασµένο πρόσδεµα/αντίσωµα.
Το µη συνδεδεµένο πρόσδεµα αποµακρύνεται µε πλύση. Μετράται το σήµα που βρίσκεται
προσδεδεµένο στα πλακίδια.
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Το σηµασµένο αντίσωµα καθίσταται ορατό µε την προσθήκη χρωµογόνου, το οποίο 
είναι ένα άχρωµο υπόστρωµα επάνω στο οποίο δρα το ενζυµικό τµήµα του αντισώµατος
για να παραχθεί ένα έγχρωµο τελικό προϊόν. Η ποσότητα του εξεταζόµενου αντισώµατος
µετριέται εκτιµώντας την ποσότητα του έγχρωµου τελικού προϊόντος µε σάρωση της
οπτικής πυκνότητας του πλακιδίου. Αυτή η µέθοδος επιτρέπει την ταυτόχρονη ανάγνωση
πολλών φρεατίων σε πλακίδια µε τη βοήθεια φασµατοφωτόµετρων ELISA, πράγµα που
κάνει τη µέθοδο ταχύτατη.

Τυπική καµπύλη τιτλοποίησης

σήµα

συγκέντρωση αντισώµατος δοκιµασίας

ευθύγραµµο
τµήµα

πλατώ

υπόβαθρο

Στην παραπάνω γραφική παράσταση φαίνεται µία τυπική καµπύλη τιτλοποίησης.
Όταν αυξάνεται η ποσότητα του εξεταζοµένου αντισώµατος, τότε το σήµα αυξάνεται
από ένα βασικό επίπεδο, µέσω µιας γραµµικής περιοχής, έως ένα πλατώ. Οι τίτλοι
του αντισώµατος µπορούν να ανιχνευθούν σωστά µόνο µέσα στη γραµµική περιοχή.
Τυπικά, η πρόσδεση στην περιοχή του πλατώ είναι 20-100 φορές µεγαλύτερη από 
ότι στο βασικό επίπεδο. Η ευαισθησία της τεχνικής είναι συνήθως περίπου 1-50 ng/ml
ειδικού αντισώµατος. Η εξειδίκευση της µεθόδου µπορεί να ελεγχθεί µε πρόσθεση
αυξανοµένων συγκεντρώσεων ελεύθερου αντιγόνου στο εξεταζόµενο αντίσωµα, στο 
στάδιο της προσθήκης του αντισώµατος δοκιµασίας. Αυτό προσδένεται στο αντίσωµα
και το παρεµποδίζει να συνδεθεί µε το αντιγόνο επάνω στο πλακίδιο. Η προσθήκη
αυξανοµένων ποσοτήτων ελευθέρου αντιγόνου ελαττώνει την ισχύ του σήµατος.
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Υλικά
πλακίδια ELISA, διαλύµατα ELISA, εξεταζόµενα αντισώµατα/πολυκλωνικός ορός
σηµασµένο αντίσωµα, ταµπλέτες OPD (ortho-phenyl-diamine; διαµίνη του φαινυλενίου)
πιπέττες και tips
επωαστήρας / κλίβανος 37οC

Μέθοδος
1. Τοποθετούµε στα πλακίδια ELISA πρωτεϊνικό οµογενοποίηµα παρασιτικών 

σκωλήκων για προσρόφηση στην πλαστική επιφάνεια των φρεατίων,
100 µl σε κάθε φρεάτιο (µε συγκέντρωση του πρωτεϊνικού οµογενοποιήµατος:
10 µg/ml σε διάλυµα ανθρακικών-διανθρακικών αλάτων)

2. Επώαση όλη νύχτα ή για 4 ώρες στους 37οC.
3. Πλύσιµο των πλακιδίων ELISA µε διάλυµα πλύσης (PBS-T 0.05%), 3 φορές

Αφαιρούµε το διάλυµα από τα φρεάτια, αναποδογυρνώντας τα πλακίδια και
πετώντας το υγρό. Στη συνέχεια, προσθέτουµε 150-200 µl διάλυµα πλύσης
στα φρεάτια και µετά το αφαιρούµε. Επαναλαµβάνουµε τη διαδικασία πλύσης 
για άλλες 2 φορές.
(Το ελεύθερο αντιγόνο αποµακρύνεται µε την πλύση)

4. Αφού αφαιρέσουµε το τελευταίο υγρό πλύσης, προσθέτουµε σε κάθε φρεάτιο 
200 µl διαλύµατος blocking (PBS-T 0.05%-FCS 5%).
(Πρόσθεση περίσσειας άσχετων πρωτεϊνών µε σκοπό το µπλοκάρισµα πιθανών 
σηµείων προσρόφησης).

5. Επώαση 1 h, 37oC.
6. Πλύσιµο των πλακιδίων, 3 φορές (βλ. 3).
7. Πρόσθεση του εξεταζόµενου αντισώµατος / πολυκλωνικού ορού

(στην προκειµένη περίπτωση, ορός αίµατος από µολυσµένα κουνέλια ή ποντίκια).
Αραιώνουµε τον προς εξέταση ορό 1:100 σε διάλυµα blocking.
Χρησιµοποιούµε ορό από καθαρά, µη µολυσµένα πειραµατόζωα ως αρνητικό control, 
αραίωση του ορού 1:100 σε διάλυµα blocking.
Προσθέτουµε 100 µl αραιωµένο ορό σε κάθε φρεάτιο.

8. Επώαση 2 h, 37oC.
9. Πλύσιµο των πλακιδίων, 3 φορές (βλ. 3).
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10. Χρησιµοποιούµε σηµασµένο αντίσωµα του εµπορίου ειδικό για κουνέλια (anti-rabbit)
συνδεδεµένο µε το ένζυµο υπεροξειδάση (anti-rabbit IgG peroxidase labeled
conjugate ή anti-mouse IgG peroxidase labeled conjugate).
Αραιώνουµε το σηµασµένο αντίσωµα 1:2000 σε διάλυµα blocking και προσθέτουµε
100 µl αραιωµένο σηµασµένο αντίσωµα σε κάθε φρεάτιο.
(Το σηµασµένο αντίσωµα θα συνδεθεί µε το εξεταζόµενο αντίσωµα/αντι-ορό που έχει 
προσδεθεί ).

11. Επώαση 1 h, 37oC.
12. Πλύσιµο των πλακιδίων, 3 φορές (βλ. 3).
13. Χρησιµοποιούµε το διάλυµα OPD (ortho-phenyl-diamine; διαµίνη του φαινυλενίου).

Προσθέτουµε στο διάλυµα αυτό υπεροξείδιο του υδρογόνου πριν τη χρήση.
Προσθέτουµε 100 µl από το έτοιµο διάλυµα OPD σε κάθε φρεάτιο.
(Το OPD είναι ένα χρωµογόνο, ένα άχρωµο δευτερογενές υπόστρωµα. Με τη δράση 
της υπεροξειδάσης (το ενζυµικό τµήµα του αντισώµατος) παράγεται ένα έγχρωµο 
τελικό προϊόν).

14. Επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου, παρατηρούµε την εµφάνιση χρώµατος (5-15 min).
15. Σταµατούµε την αντίδραση προσθέτωντας το διάλυµα stop.

Προσθέτουµε 50 µl διαλύµατος stop σε κάθε φρεάτιο.
16. ∆ιαβάζουµε την οπτική πυκνότητα σε µήκος κύµατος 490 nm σε φωτόµετρο ELISA.

Ως control αναφοράς χρησιµοποιούµε dH2O, και ως µήκος κύµατος αναφοράς, 650 nm.
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* Οι αριθµοί που αναγράφονται στα τετράγωνα αντιπροσωπεύουν τη συγκέντρωση
του αντιγόνου (σε µg/ml διαλύµατος προσρόφησης), η οποία χρησιµοποιήθηκε για 
την προσρόφηση στα φρεάτια των πλακιδίων ELISA. Εγιναν διαδοχικές αραιώσεις 1:2
της αρχικής συγκέντρωσης του αντιγόνου (10 µg/ml) σε διάλυµα προσρόφησης.
Η προσρόφηση µε αντιγόνο έλαβε χώρα κατά τη διάρκεια όλης της νύχτας σε θερµο-
κρασία δωµατίου. Στη συνέχεια τα πλακίδια ELISA αποθηκεύτηκαν στο ψυγείο (4οC).

Τα προς εξέταση δείγµατα θα τοποθετηθούν κατά την άσκηση στα φρεάτια εις διπλούν. 
Στις στήλες 3 και 4 θα τοποθετηθούν τα προς εξέταση δείγµατα (στην προκειµένη 
περίπτωση θετικά (pos) control δείγµατα, από ορό µολυσµένων ζώων). Στα φρεάτια 
5Α και 6Α θα τοποθετηθούν τα αρνητικά (neg) δείγµατα (από ορό µη µολυσµένων ζώων).
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Παρασκευή διαλυµάτων για ELISA:

Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών αλάτων (PBS) (10x)
3.36 g µονοβασικό φωσφορικό νάτριο (NaH2PO4), 10.23 g διβασικό φωσφορικό νάτριο
(Na2HPO4), 85.3 g χλωριούχο νάτριο (NaCl)
Ρύθµιση του pH στα 7.2-7.4 και πρόσθεση dH2O µέχρι 1 λίτρο
Αραίωση µε dH2O (1:10) για παρασκευή 1 x PBS

PBS-T 0.05% (∆ιάλυµα πλύσης)
0.5 ml Tween 20 σε 1 λίτρο 1 x PBS

PBS-T 0.05% - FCS 5% (∆ιάλυµα blocking)
5 ml ορός αίµατος από µοσχάρι (fetal calf serum, FCS) σε 95 ml PBS-T 0.05 %

Ρυθµιστικό διάλυµα ανθρακικών-διανθρακικών αλάτων pH 9.6 (∆ιάλυµα προσροφήσεως)
(Α) 1 Μ διανθρακικό νάτριο (8.4 g NaHCO3 σε 100 ml dH2O)
(Β) 1 Μ ανθρακικό νάτριο (10.6 g Na2CO3 σε 100 ml dH2O)

Πρόσθεση 4.53 ml (Α) + 1.82 ml (Β), ρύθµιση του pH στα 9.6, και πρόσθεση dH2O 
µέχρι 100 ml

∆ιάλυµα φωσφωρικού άλατος και κιτρικού οξέος (0.05 Μ) (∆ιάλυµα υποστρώµατος)
25.7 ml   0.2 M διβασικό φωσφορικό νάτριο  (3.6 g Na2HPO4 σε 100 ml dH2O)
24.3 ml   0.1 M κιτρικό οξύ  (2.1 g κιτρικό οξύ σε 100 ml dH2O)
50.0 ml   dH2O
Ρύθµιση του pH στα 5.0 και πρόσθεση dH2O µέχρι 100 ml

∆ιάλυµα ενζύµου υπεροξειδάσης (∆ιάλυµα OPD)
∆ιαλύουµε µία ταµπλέτα OPD των 30 mg σε 3 ml διαλύµατος υποστρώµατος (10 mg/ml)
Αραιώνουµε 400 µl (συγκ. 10 mg/ml OPD) σε 10 ml διαλύµατος υποστρώµατος
Προ της χρήσεως, προσθέτουµε 4 µl υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2) 30%

∆ιάλυµα stop
4 M θειϊκό οξύ (22 ml H2SO4 σε 100 ml dH2O)
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Ανοσοπροσροφητική ανάλυση στερεάς φάσεως µε σύνδεση ενζύµου (ELISA)
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ELISA: ανοσοπροσροφητική ανάλυση στερεάς φάσεως µε σύνδεση ενζύµου
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Ανοσοστύπωµα (Στύπωµα Western)

∆ιαλυτοποίηση των κυτταρικών 
πρωτεινών µε απορρυπαντικό,

ηλεκτροφόρηση του κυτταρολύµατος σε
SDS-PAGE,

µεταφορά των πρωτεϊνών από το 
πήκτωµα σε σταθερό υποστήριγµα, 
π.χ. χαρτί νιτροκυτταρίνης

εντοπισµός των πρωτεϊνών από τα
αντισώµατα 

και αποκάλυψη της θέσης των πρωτεϊνών
από την αντι-ανοσοσφαιρίνη που έχει
σηµανθεί µε ραδιοϊσότοπα ή µε ένζυµο

(αντίδραση του ενζύµου µε άχρωµο, χρω-
µογόνο υπόστρωµα ! αλλοίωση του
υποστρώµατος σε ορατή χρωστική και
απόδοση χρώµατος) 

Αποδιάταξη του αντιγόνου
! αντισώµατα που αναγνωρίζουν το
αντιγόνο όταν αυτό έχει αποδιαταχθεί
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Σηµειώσεις

Τα περισσότερα αντιγόνα ή αντισώµατα προσδένονται λόγω υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων 
στο πλαστικό, δηλαδή γίνεται παθητική προσκόλληση του αντιγόνου. Το πλαστικό χρησιµο-
ποιείται ως στερεά φάση. Συνήθως χρησιµοποιείται χλωριούχο πολυβυνίλιο ή πολυστυρέ-
νιο. Το χλωριούχο πολυβυνίλιο προσροφά µεγαλύτερες ποσότητες πρωτείνης από ότι το 
πολύστυρένιο. Γενικά, για την προσκόλληση χρησιµοποιείται µια συγκέντρωση πρωτεινών
που κυµαίνεται από 1 έως 50 µg/ml.
Η προσκόλληση εξαρτάται από τη συγκέντρωση του αντιγόνου, από τον τύπο του αντιγόνου, 
από τα επιφανειακά χαρακτηριστικά του πλαστικού, από το χρόνο και τη θερµοκρασία.
Τα πιο συνηθισµένα ένζυµα που χρησιµοποιούνται στην ELISA είναι η αλκαλική φωσφατάση
και η υπεροξειδάση. Σε αντίθεση µε την τεχνική του ανοσοστυπώµατος, η τεχνική της 
ELISA χρησιµοποιεί υποστρώµατα που παράγουν διαλυτά προϊόντα. Το υπόστρωµα πρέπει 
να παράγει ένα διαλυτό προϊόν αντίδρασης, ένα χρωµατισµένο τελικό προϊόν. Ένα από τα 
πιο κοινά υποστρώµατα της υπεροξειδάσης είναι η διαµίνη το φαινυλενίου (o-orthophenyl-
diamine, OPD). Η υπεροξειδάση διασπά/ανάγει το υπεροξείδιο του υδρογόνου, και οξειδώνει 
το δεύτερο υπόστρωµα (τη διαµίνη του φαινυλενίου) το οποίο παράγει ένα χρωµατισµένο 
(πορτοκαλο-κίτρινο) αντιδρώντα προϊόν. Το υπεροξείδιο του υδρογόνου είναι απαραίτητο 
µαζί µε το δεύτερο υπόστρωµα.
Ο συνδυασµός της συγκέντρωσης του αντιγόνου και της αραίωσης του σηµασµένου αντι-
σώµατος θα πρέπει να δίνει ως βέλτιστες µονάδες απορρόφησης τις παρακάτω τιµές: 
τιµή PBS ή Η2Ο < 0.05, τιµή του αρνητικού µάρτυρα < 0.2, και τιµή του υψηλού θετικού 
µάρτυρα > 1.0. Όταν καθορισθούν οι βέλτιστες συγκεντρώσεις, τότε µπορούν να εξε-
τασθούν παράλληλα πολλά δείγµατα.


