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



Applicazioni




Enzimi coniugati

Enzimi comunemente
utilizzati

Substrati

Reazrioni

Perossidasi da rafano

FRO)

nsfatasi Alcalina
mucosa intestinale di

B-I} Galattosidasi
(E. Coli)

Glucosio Ossidasi

(-Fenilediamina
Avcido 5-Aminosalicilico
4-Aminoantipirene

ABTS

P-Mitrofenil Foskato

O-Nitrofenil-B-D-

Galattopiranoside

[} Glucosio/H:0:/DH/HPRO

2DH+H 0.

lincolore)

PNFP

lincolore)

ONPGP

(incolore)

D CGlucosio+H:0— D Glucosio 5-Lattone+Hz0:

HEDE +2 DH

22
{incolore)

E
—
—

E
—
E

HPRO

—

2D+H0

(colorata)

P-Mitrofencla
(colorata)

P-Mitroferola
{rolorata)

2D+ 2H;0

2
(colorata)




Nome Enzima Reazione  Colore Lunghezza

bloccata da d’ onda di
rivelazione

pNPP Fostatasis BN AOL ghalleo 1405 ricl
(p-nitrofenilfosfato)) | 2lCAlIAA
TMB Perogslclast  Ae, soltorico | plu A50) rier
(3,3’,5,5’-tetrametil-
benzene)
OPD erogslclagl Ao, soltorico arancio 495 nen

(o-fenilene diamina)




TIPOLOGIE DI TEST' EILISA




ELISA CILASSICA
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APPILICAZIONI:

Monoclonal Antibody Production

Immunization of mouse
to stimulate antibody N Tumor cells are
production grown in tissue

’:‘ SierOdiagnOSi di W rl _;:ltlhucly-furming e
v cells isolated

from spleen /

.:’ S Cre ening deg]-i Antibody-forming cells are fused with

cultivated tumor cells to form hybridomas

malattic ictuye
¢ infestivie

ANtICOLE]
monoclonali

Hybidromas screened for ~ N
antibody production
Antibody-producing J'r-:-" -"\-( ‘_1 J\'f
e S—_

hybridomas cloned

Monoclonal antibodies
isolated for cultivation




ELISA CATCHING Scopo: ricerca di antigent




ADSORBIMENTO

- Uso di piastte in cloruto di polivinile (PVC)
o polistirene
- assorbimento passivo (coating) dovuto ad interazioni
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PROBLEMI CON L"ADSORBIMENTO
DELL"Ab:




PROCEDURA ELISA CATCHING

ADSORBIMENTO

'r (V)
13SAY

BLOCKING

ANTIGENE

Ab CONIUGATO

SUBSTRATO




ELLISA COMPETITIVE







1zione

Ind

legame

dell’Ab matcato




ATTENZIONE!!
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KITS DIAGNOSTICI




QUANTIFICAZIONE DELLEIISA



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

APPLICAZIONI DEL TEST ELISA

Ricerca di antigeni a scopo
diagnostico e di ricerca
Ricerca di anticorpi a scopo
diagnostico e di ricerca

Drug discovery (identificazione
d1 molecole nella fasi iniziali
dello screening nelle industrie
farmaceutiche)

Food science industry (analisi
delle tossine nel cibo)
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TEST ELISA PER FellV E FIV (su filtro)
CTR +

AbS anti-FIV
(ELISA classic

Test negativo
anti=EIVA
Test positivo

per Ag p27 FeLV.




RILIEVO DELLE y-GLOBULINE
NEL SIERO DEI PULEDRI
(ELLISA catching)




/ﬁ Ab coniugato
IgG del campionc

Abranti-1g6G

< 200 mg/dl

700 mg/dl




ELISA competitive

(vitus di Aujeszky)

__________________________________________ I Ix

i Regione Regi(‘)fle
i rip etitiva rlpetltlva
gH CP
i X op50 ogp63 gl llKi

Ug Regione Unica Corta



Vaccint 2
mediante ingeg

Ug Regione Unica Corta

avirulenti Pr

(

Possibilita di distinguere la risposta
anticorpale dei suini vaccinati da quelli infetti



4) Substrato e cromogeno

2) Sieto animale
vaccinato o infetto

1)Virus di Aujeszky oX gp50 gp63 gl 11K




ANALE VACCI D

-No Abs anti-gl

-No competizione

-Densita ottica dit. prop. 2
(relativa solo all’Ab monoc

11K



-Abs anti-gl

-Competizione con Ab marcato

-Densita ottica inferiore

11K



Applicazioni dell’'ELISA in
medicina umana

Test di gravida 01721

WEtSeiezizlonie clel livelli orenonali: [LE

rrln) rrlevr
, 15, T4 TSH

marijuana



Antigeni delPHIV inattivati, TEST HIV
fissati adl un pozzetto

Sicro_delipazicntcicontenente AlystanEEIEIN:




ive Patlent Patient Patient  Assay

B C Control
0).055) 0).2:1% 1,999 0,175






Conttol zone

]

Test zone

Keactigr zore: anticorpi
i solubili anti-
rati con enzimi




./

Positivo Negativo



Abs monoclonali
solubili anti-hCG non
legano P’Ag (hCG), st

dissolvono e seguono

il flusso capillare

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

Abs policlonal
immobili non 1

I’Ag; Abs soluk

passano oltre






Positivo

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

€

E

Legame hCG ad Abs Legame di a
solubili anti-hCG; 1 epitopi di hC

complessi seguono il flusso Abs immobi

capillare

hCG; colora
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