
ELISA ELISA 
((EnzymeEnzyme--LinkedLinked ImmunoSorbent AssayImmunoSorbent Assay))



TecnicaTecnica immunoenzimaticaimmunoenzimatica che utilizza un che utilizza un 
enzima come enzima come markermarker delldell’’anticorpo specifico o anticorpo specifico o 

delldell’’ antianti--gammaglobulinagammaglobulina

LL’’antigene o lantigene o l’’anticorpo possono essere legati ad anticorpo possono essere legati ad 
un enzima in modo che il risultante coniugato un enzima in modo che il risultante coniugato 
possieda attivitpossieda attivitàà immunologicaimmunologica ed ed enzimatica.enzimatica.



VANTAGGIVANTAGGI

Notevole sensibilitNotevole sensibilitàà: una sola molecola di : una sola molecola di 
enzima puenzima puòò reagire con un elevato numero di reagire con un elevato numero di 

molecole di substratomolecole di substrato
SemplicitSemplicitàà di esecuzionedi esecuzione

Limite: informazioni solo sulla presenza/concentrazione di
una molecola, ma non danno informazioni sulle sue proprietà
biochimiche (es peso molecolare, localizzazione cellulare, ecc).



ApplicazioniApplicazioni

LocalizzazioneLocalizzazione AgsAgs in tessuti ed in tessuti ed 
organiorgani

Fissazione di unFissazione di un AgAg o uno un AbAb
in fase solidain fase solida



Enzimi coniugatiEnzimi coniugati



SubstratiSubstrati

NomeNome EnzimaEnzima Reazione Reazione 
bloccata dabloccata da

ColoreColore Lunghezza Lunghezza 
dd’’ onda di onda di 
rivelazionerivelazione

pNPPpNPP
(p(p--nitrofenilfosfatonitrofenilfosfato))

Fosfatasi Fosfatasi 
alcalinaalcalina

NaOHNaOH giallogiallo 405405 nmnm

TMBTMB
(3,3(3,3’’,5,5,5,5’’--tetrametiltetrametil--
benzene)benzene)

PerossidasiPerossidasi AcAc. solforico. solforico blublu 450450 nmnm

OPDOPD
(o(o--fenilene diaminafenilene diamina))

perossidasiperossidasi AcAc. solforico. solforico arancioarancio 495495 nmnm



TIPOLOGIE DI TEST ELISATIPOLOGIE DI TEST ELISA

1)1) ELISA classicaELISA classica
2)2) ELISAELISA catchingcatching
3)3) ELISA ELISA competitivecompetitive



ELISA CLASSICAELISA CLASSICA

--Scopo: titolazione anticorpi nel sieroScopo: titolazione anticorpi nel siero
--Antigeni adsorbiti passivamente alle pareti di provette Antigeni adsorbiti passivamente alle pareti di provette 
di plastica o di pozzetti di apposite piastredi plastica o di pozzetti di apposite piastre



Ag adsorbito

Siero in esame

E

EE

E EAnti-IgG
coniugate



APPLICAZIONI:APPLICAZIONI:

SierodiagnosiSierodiagnosi di di 
malattie infettive malattie infettive 
ee infestiveinfestive
Screening degli Screening degli 
anticorpianticorpi
monoclonalimonoclonali



ELISA ELISA CATCHINGCATCHING

E

E

E E
E

Scopo: ricerca di antigeniScopo: ricerca di antigeni



-- Uso di piastre in cloruro di polivinile (PVC) Uso di piastre in cloruro di polivinile (PVC) 
oo polistirenepolistirene

-- assorbimento passivo (assorbimento passivo (coatingcoating) dovuto ad interazioni) dovuto ad interazioni
idrofobicheidrofobiche tra proteinetra proteine nonpolarinonpolari e matrice plasticae matrice plastica

-- incubazioneincubazione overnightovernight a 4a 4°°CC

ADSORBIMENTOADSORBIMENTO

PROBLEMI CON LPROBLEMI CON L’’ADSORBIMENTOADSORBIMENTO
DELLDELL’’AgAg::

1) Alta densità di Ags → No legame
dell’Ab per  inibizione sterica
(molecole antigeniche fittamente 
stipate)

2) Alta [ ] di Ag → “stacking” o 
“layering” (interazione meno stabile 
con i successivi reagenti)



PROBLEMI CON LPROBLEMI CON L’’ADSORBIMENTOADSORBIMENTO
DELLDELL’’AbAb::

1) Orientazione casuale dell’Ab con 
legame di scarse molecole 
antigeniche

2) Legame dell’Ab attraverso la 
porzione Fab (assenza di legame 
con l’Ag)

3) Ampio spazio tra gli Abs (assenza 
di legame tra molecole antigeniche 
adiacenti)

4) Eccesso di Abs con eliminazione al 
successivo lavaggio



BSABSABLOCKINGBLOCKING

ANTIGENEANTIGENE

AbAb CONIUGATOCONIUGATO

SUBSTRATOSUBSTRATO

ADSORBIMENTOADSORBIMENTO

PROCEDURA ELISA CATCHINGPROCEDURA ELISA CATCHING



ELISA ELISA COMPETITIVECOMPETITIVE

Rilevazione di anticorpi nel sieroRilevazione di anticorpi nel siero
Gli anticorpi nel campione si legano Gli anticorpi nel campione si legano 
ad un antigene e inibiscono il legame ad un antigene e inibiscono il legame 
di un anticorpo marcato con enzima di un anticorpo marcato con enzima 
che reagisce con lche reagisce con l’’antigeneantigene



Siero positivoSiero positivo Siero negativoSiero negativo

E

E
E

E

E



Campione contenenteCampione contenente
AbsAbs che reagisconoche reagiscono

concon ll’’AgAg

Inibizione legameInibizione legame
delldell’’AbAb marcatomarcato

Assenza di reazioneAssenza di reazione
colorimetricacolorimetrica

Campione senzaCampione senza AbsAbs
che reagiscono conche reagiscono con ll’’AgAg

LegameLegame delldell’’AbAb
marcatomarcato

ReazioneReazione

colorimetricacolorimetrica



ATTENZIONE!!!!ATTENZIONE!!!!

Reazione positivaReazione positiva

Reazione negativaReazione negativa

NO reazioneNO reazione
colorimetricacolorimetrica

reazionereazione
colorimetricacolorimetrica



KITS DIAGNOSTICIKITS DIAGNOSTICI

-- kitskits per il rilievo di antigeni virali nel siero per il rilievo di antigeni virali nel siero 
(es.:(es.: FeLVFeLV))

-- kitskits che combinano ELISA classica ed che combinano ELISA classica ed 
ELISAELISA catchingcatching in un unico sistema diagnosticoin un unico sistema diagnostico



QUANTIFICAZIONE DELLQUANTIFICAZIONE DELL’’ELISAELISA

IntensitIntensitàà del colore proporzionale al del colore proporzionale al 
grado di positivitgrado di positivitàà del campionedel campione
NecessitNecessitàà di lettura in un tempo di lettura in un tempo 
specificospecifico
Uso di unoUso di uno spettrofotometrospettrofotometro
(misurazione quantitativa dell(misurazione quantitativa dell’’intensitintensitàà
di colore attraversodi colore attraverso ll’’assorbanzaassorbanza della della 
luce ad una specifica luce ad una specifica λλ))

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/1/10/Spektrofotometri.jpg


APPLICAZIONIAPPLICAZIONI DEL TEST ELISA

1) Ricerca di antigeni a scopo 
diagnostico e di ricerca

2) Ricerca di anticorpi a scopo 
diagnostico e di ricerca

3) Drug discovery (identificazione 
di molecole nella fasi iniziali 
dello screening nelle industrie 
farmaceutiche)

4) Food science industry (analisi 
delle tossine nel cibo)



USO DIAGNOSTICOUSO DIAGNOSTICO

AgAg p27 del virus della leucemia p27 del virus della leucemia 
felina (felina (FeLVFeLV))
AbsAbs nei confronti del virus nei confronti del virus 
delldell’’immunodeficienza felina (FIV)immunodeficienza felina (FIV)
Dosaggio delleDosaggio delle IgsIgs
ELISA competitive nel virus diELISA competitive nel virus di
AujeszkyAujeszky



TEST ELISA PER FeLV E FIV (su filtro)TEST ELISA PER FeLV E FIV (su filtro)

Test negativoTest negativo
perper Abs  antiAbs  anti--FIVFIV
Test positivoTest positivo
perper AgAg p27p27 FeLVFeLV

Test negativo Test negativo 
PerPer FeLVFeLV e FIVe FIV

Test positivo Test positivo 
perper FeLVFeLV e FIVe FIV

CTR +

CTR -

Ag p27 FeLV
(ELISA catching)

AbS anti-FIV 
(ELISA classica)



RILIEVO DELLE RILIEVO DELLE γγ--GLOBULINE GLOBULINE 
NEL SIERO DEI PULEDRINEL SIERO DEI PULEDRI

(ELISA catching)(ELISA catching)

Placenta epitelioPlacenta epitelio--corialecoriale: passaggio di: passaggio di IgGIgG
solo col colostrosolo col colostro
2424--48 h dopo la nascita, carenza di48 h dopo la nascita, carenza di IgGIgG::

-- totale: livellototale: livello siericosierico inferiore a 200 mg/dlinferiore a 200 mg/dl
-- parziale: tra 200 e 400 mg/dlparziale: tra 200 e 400 mg/dl
-- IgGIgG adeguate: 400 mg/dladeguate: 400 mg/dl



Ab antiAb anti--IgGIgG

IgGIgG del campionedel campione

AbAb coniugatoconiugatoSegno di 
orientamento del kit

400 mg/dl400 mg/dl

800 mg/dl800 mg/dl200 mg/dl200 mg/dl

campione

Kit elisa per il 
rilievo delle 
gammaglobuline nel 
siero del puledro.

400 mg/dl 400-800 mg/dl

700 mg/dl 800 mg/dl

< 200 mg/dl



ELISA competitiveELISA competitive
(virus di Aujeszky)(virus di Aujeszky)

g II

gX

CPgHTKg III

gIgp63gp50 11K

IR
Regione 
ripetitiva

IR
Regione 
ripetitiva

UL Regione Unica Lunga

US Regione Unica Corta



g II

gX

CPgHTKg III

gIgp63gp50 11K

IR
Regione 
ripetitiva

IR
Regione 
ripetitiva

UL Regione Unica Lunga

US Regione Unica Corta

Vaccini attenuati
mediante ingegnerizzazione

(TK-, gI-)

PossibilitPossibilitàà di distinguere la rispostadi distinguere la risposta
anticorpaleanticorpale dei suini vaccinati da quelli infettidei suini vaccinati da quelli infetti

avirulenti Proteina non essenziale
(marker immunologico negativo)



1)Virus di1)Virus di AujeszkyAujeszky

g II

gX

CPgHg III

gp63gp50 11K

IRIR

TK

g I

2) Siero animale2) Siero animale
vaccinato o infettovaccinato o infetto

E

3)3) Ab monoclonale antiAb monoclonale anti--gIgI
marcatomarcato

4) Substrato e4) Substrato e cromogenocromogeno



AA

ANIMALE VACCINATOANIMALE VACCINATO

g II

gX

CPgHg III

gp63gp50 11K

IRIR

TK

g I

NO Abs anti-TK e anti-gI

E

-No Abs anti-gI

-No competizione

-Densità ottica dir. prop. all’intensità di colore 
(relativa solo all’Ab monoclonale specifico)



BB

ANIMALE INFETTOANIMALE INFETTO SI Abs anti-TK e anti-gI

g II

gX

CPgHg III

gp63gp50 11K

IRIR

TK

g I

E

-Abs anti-gI

-Competizione con Ab marcato

-Densità ottica inferiore



diagnosi di infezione da Salmonella, diagnosi di infezione da Salmonella, 
E. Coli, HIV, virus dellE. Coli, HIV, virus dell’’influenzainfluenza
Test di gravidanzaTest di gravidanza
Misurazione dei livelli ormonali: LH Misurazione dei livelli ormonali: LH 
(tempo di ovulazione), T3, T4, TSH (tempo di ovulazione), T3, T4, TSH 
(funzione tiroidea), steroidi (funzione tiroidea), steroidi 
anabolizzanti (uso illecito)anabolizzanti (uso illecito)
Rilevazione allergeni o tossine negli Rilevazione allergeni o tossine negli 
alimentialimenti
Identificazione droghe: cocaina,Identificazione droghe: cocaina,
oppioidioppioidi, principi attivi della , principi attivi della 
marijuanamarijuana

Applicazioni dell’ELISA in 
medicina umana



TEST HIVTEST HIVAntigeniAntigeni delldell’’HIVHIV inattivati, inattivati, 
fissati ad un pozzettofissati ad un pozzetto

Siero del paziente contenenteSiero del paziente contenente Abs antiAbs anti--HIVHIV

AntiAnti--globulineglobuline umane marcate con enzimaumane marcate con enzima

Aggiunta del substratoAggiunta del substrato cromogenocromogeno

Test positivoTest positivo Test negativoTest negativo



Positive Positive 
ControlControl

Negative Negative 
ControlControl

Patient Patient 
AA

Patient Patient 
BB

Patient Patient 
CC

Assay Assay 
ControlControl

1.6891.689 0.1530.153 0.0550.055 0.4120.412 1.9991.999 0.1230.123

Valore soglia positivo = 0.500Valore soglia positivo = 0.500



TEST di GRAVIDANZATEST di GRAVIDANZA

Elisa Elisa ““sandwichsandwich””
Campione: urinaCampione: urina
AgAg da cercare:da cercare: hCGhCG
Utilizzo di 3 anticorpiUtilizzo di 3 anticorpi



C

T

R

Control zoneControl zone:: antianti--AbsAbs di topo di topo 
+ substrato+ substrato cromogenocromogeno

Test zoneTest zone: anticorpi: anticorpi policlonalipoliclonali
immobilizzatiimmobilizzati antianti--hCGhCG + + 

substratosubstrato cromogenocromogeno

ReactionReaction zonezone: anticorpi: anticorpi
monoclonalimonoclonali solubilisolubili antianti--

hCGhCG, coniugati con enzimi, coniugati con enzimi

EE



C

T

R

C

T

R

PositivoPositivo NegativoNegativo



NegativoNegativo
R: Abs M solubili anti-hCG+enzima
T: Abs P immobili anti-hCG+cromogeno
C: anti-IgG topo+cromogeno

CTR

E

E E

E

E

Abs monoclonali
solubili anti-hCG non 
legano l’Ag (hCG), si 
dissolvono e seguono 
il flusso capillare

Abs policlonali
immobili non legano
l’Ag; Abs solubili 
passano oltre

Monoclonali anti-
hCG si legano alle
anti-IgG immobili



E

C

T

R



PositivoPositivo R: Abs M solubili anti-hCG+enzima
T: Abs P immobili anti-hCG+cromogeno
C: anti-IgG topo+cromogeno

CTR

E

E

E
E

E

E

E

E

E

E

Legame hCG ad Abs
solubili anti-hCG; i 
complessi seguono il flusso 
capillare

Legame di altri
epitopi di hCG ad
Abs immobili anti-
hCG; colorazione

Abs solubili non 
legati arrivano nella 
zona C; colorazione



C

T

R

E

E
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