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Test ELISA

Test ELISA situzy do ilosciowego oznaczania wybranych biatek w
osoczu, surowicy, homogenatach tkanek i innych ptynach
biologicznych.

Zwykle pitytka Jjest optaszczona specyficznymi przeciwciatami a
zestaw zawiera wszystkie niezbedne odczynniki. Wizualizacja
kompleksdédw antygen-przeciwciato zwykle opiera sie o reakcje
enzymatyczne 2z =zastosowaniem uktadu fosfatazy alkalicznej lub
peroksydazy chrzanowej. Intensywnos$é¢ zabarwienia odczytuje sie w
czytnikach pitytek przy odpowiedniej diugos$ci fali.
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Procedura:
1. Przygotowa¢ i1 rozcienczy¢ standard, prdby wzorcowe i prdoby
badane

2. Odpipetowa¢ prdéby do odpowiednich studzienek w piytce
(zwykle w 2 powtdrzeniach)

. Inkubowa¢ pitytke w 379 C przez 1.5 godziny

. Ptuka¢ ptytke trzykrotnie w celu usuniecia niezwigzanych
czasteczek

. Doda¢ znakowane enzymem wtdédrne przeciwciata

. Inkubowa¢ pitytke w 379 C przez 1 godzine

. Doda¢ roztwdr substratu

. Doda¢ odczynnik barwigcy, inkubowa¢ 25 min w temperaturze
pokojowe]

9. Czyta¢ absorbancje przy dilugosci fali 545 nm

10.0bliczy¢é stezenia badanego Dbiatka przy uzyciu krzywej

standardowej
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Widok pitytki:
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Ad 7. Roztwdr substratu:

Pobra¢ z eppendorfa ,S” 500 npl i przeniesé do probdwki
oznaczonej 2 w ktérej znajduje sie 500 npl rozcieniczalnika.
czynnos$é powtdrzyé 4 razy do uzyskania probdwek oznaczonych 2-
5. Nastepnie odpipetowaé¢ po 40 pl do studzienek:

Al Bl - rozcienczalnik
Cl D1 - z eppendorfa
El F1 - z probdéwki 2
Gl H1 - z probdwki 3
A2 B2 - z probdéwki 4
C2 D2 - z probdowki 5

E2 F2 - prbéba badana
G2 H2 - prdba badana
A3 B3 - proéba badana
C3 D3 - prbéba badana
E3 F3 - prdéba badana
G3 H3 - prdéba badana
A4 B4 - prdba badana
C4 D4 - prdba badana
E4 F4 - prdba badana
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Ad. 8 Odczynnik barwiacy:
Doda¢ po 160 pl do wszystkich studzienek i inkubowacd
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