METODOLOGIA Y
CLASIFICACION
DEL ELISA EN LA
DETERMINACION
DE ANTIGENOS Y

ANTICUERPOS




ANTECEDENTES HISTORICOS

1 1959 Yalow y Berson: RIA
0 1971 Engvall, Van Weeman y Avrameas: EIA cuantitativos

1 El uso de material radiactivo limita el uso del radioinmunoensayo, y ha
popularizado el empleo del EIA, siendo populares dos técnicas
principales:

El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

El ensayo inmunolégico multiplicado por enzimas (EMIT)



ENZIMOINMUNOANALISIS

GENERALIDADES

Cuantificacién y deteccion de componentes de liquidos
Bioldgicos en muy bajas concentraciones

Gracias a los Ac. Monoclonales y sistemas de
amplificacion se tiene limites inferiores de deteccién
comparado con otras metodologias como el RIA
(ademds de otras ventajas)

Usa enzima como marcador de la reaccidon
inmunoldgica



ENZIMOINMUNOANALISIS

PRINCIPIO

El analito (Ag, Ac) se hace reaccionar con su
contrario (Ac o Ag) marcado con una enzima
(conjugado)

La concentracion del complejo inmune
formado y marcado con la enzima es
directamente proporcional a la concentracion
del componente

El complejo formado se mide por medicién
de la actividad enzimdtica, elimindndose
previamente o no la enzima no asociada al
complejo (EIA heterogéneo u homogéneo
respectivamente) y anadiendo un sustrato



CLASIFICACION DE LOS EIA

O Homogéneos
Heterogéneos
|
O Por el componente problema
) Antigeno
Anticuerpo
\
m Por el componente marcado con enzima
) Antigeno
Anticuerpo
' LIl
m Competitivos
{0 No competitivos
\




CLASIFICACION DE LOS EIA

EIA HOMOGENEOS
o

7 SEGUN TECNICA DE UNION COMPETITIVA
(cldsicas)
EMIT
SLFIA
PGLIA
CLIA
EMMIA
CEDIA
ECIA

7 SEGUN TECNICA DE UNION NO COMPETITIVA

(nuevas)
EEIA
EIA Homogéneo con Ac. Biespecifico
EIA Homogéneo con sustrato insoluble



CLASIFICACION DE LOS EIA

EIA HETEROGENEOS
CARACTERISTICA FUNDAMENTAL

Formacién del complejo no afecta la actividad catalitica del
conjugado

Para cuantificar el complejo formado se separa del medio
de reaccién el conjugado no unido

Se emplea habitualmente para permitir tal separacién una
fase soélida (ELISA)

Mdltiples variantes dependiendo de cual sea el componente
Antigeno o anticuerpo (marcado) y cual el analito problema



CLASIFICACION DE LOS EIA
EIA HETEROGENEOS

ELISA COMPETITIVOS
Con antigeno marcado (AMETIA)

Con anticuerpo marcado (EIA de inhibicién)

ELISA NO COMPETITIVOS

ELISA tipo sandwich de antigeno
ELISA tipo sandwich de anticuerpo



DEFINICION DE ELISA

Enzyme
Linked

ImmunoSorbent

Assay



DEFINICION DE ELISA

La técnica ELISA se basa en la deteccion
de un antigeno inmovilizado sobre una
fase solida mediante anticuerpos que
directa o Indirectamente producen una
reaccion cuyo producto, por ejemplo un
colorante, puede ser medido
espectofotometricamente



Equipo Bdsico

Lector de placas de 96 pocillos

Lavador de placas de 96 pocillos



Tipos de ELISA

Los métodos de ELISA dependiendo
de la actividad enzimdtica se dividen

&

en dos tipos:
Competitivos

No competitivos



Tipos de ELISA

ELISA COMPETITIVO:

En este método, el anticuerpo de
la muestra va a competir con el
conjugado por un nUmero
limitado de sitios de unién del
antigeno. Habrd ausencia de
color en una muestra positiva
debido a que el sustrato no
encontrard a la enzima porque Empleando los pocilos
. . recubiertos de anticuerpo
el conjugado ha sido
desplazado por el anticuerpo
presente en la muestra.

‘ ELISA Competitivo de Antigeno |



Tipos de ELISA

o
7 ELISA NO COMPETITIVO:
Consiste en enfrentar la
muestra con el antigeno o g Y
anticuerpo que estd en la ‘ |
fase sélida. Si una muestra 80

es positiva se formard el &0 .0

complejo antigeno- ‘

anticuerpo y al agregar el | | . ®e
conjugado reaccionard con

el respectivo sustrato Empleanda los pocillos

desarrollando color recubiertos de antigeno

ELISA Indirecto| | ELISA directo |



Tipos de ELISA

“1Dentro de los no %. -
competitivos tenemos: —ﬂ% gg
Los d|recios,que &0 | &0
detectan antigenos 0 | &0

Los indirectos que

Empleando los pocillos

detectan anticuerpos. recubiertos de anfigeno

‘ ELISA Indirecto| | ELISA directo |




Tipos de ELISA

Todos los tipos de ELISAs descritos se
pueden resumir en dos grandes grupos:

« ELISAs para detectar antigenos: ELISAs
sandwich.

« ELISAs para detectar anticuerpos: ELISAS
iIndirectos.



Pasos generales de un ELISA

e

v

Tapizado del pocillo con el
antigeno o anticuerpo

Adicién de la muestra
problema con la mezcla de
antigenos o anticuerpos

Unidén del antigeno o
anticuerpo especifico al
anticuerpo o antigeno
tapizado en el posillo.

Lavado del pocillo para
eliminar el exceso de
anticuerpo o antigeno no
unido


http://mw2.concord.org/tmp.jnlp?address=http://mw2.concord.org/public/part1/elisa/elisa1.cml

10.

Pasos generales de un ELISA

Adicidn del anticuerpo
secundario marcado con la
enzima (conjugado)

Unién del anticuerpo
secundario al antigeno o
anticuerpo

Lavado del pocillo para
eliminar el exceso de
enzima no unida

Adicidon del sustrato

Unién del sustrato a la
enzima (obtencién del
producto)

Desarrollo del color




Policlonal

Anticuerpos

Monoclonal

Cromégenos/Sustratos

Antigenos —_— Riesgos

e de ortofenildiamina

vida del
reactivo

. Acido 2,2 azino-di-etilbenzotiazolinesulfénico
Peroxidasa de rabano

Tetrametilbencidina

5-amino dcido salicilico

Fosfatasa alcalina Para-nitro fenil fosfato

Orto nitro fenil beta

Enzimas B-Galactosidasa .
galactosidasa

Ureasa Purpura de bromocresol

— Preparacion Desarrollo de

= Otopping ==

color

Conjugados  —m Disponibilidad
Al Ojo
Temperatura/efectos del Lectura
tiempo Automatica

— Almacenamiento
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Etapas del ELISA. Las etapas varias de acuerdo al sistema utilizado



Ventajas del ELISA

Simplicidad
Reactivos empleados en pequenos voliUmenes.

La separacién de reactante libres y ligados es hecha por un simple
procedimiento de lavado

La adsorcién pasiva de proteinas al pldstico es fdcil
El equipo especializado es de fdcil disponibilidad

Lectura

El producto final coloreado puede ser leido a simple vista para evaluar como
ha sido trabajado el test (evitando esperar los resultados como en el RIA)

Espectrofotémetros multicanal cuantifican los resultados

Rapidez
Los test pueden desarrollarse en pocas horas

La lectura espectofotométrica de los resultados es rdpida (26 pocillos en 5
segundos)



Ventajas del ELISA

Sensibilidad

Niveles de deteccién de 0.01 a 1.0 ug/ml
Niveles ideales para la mayoria de diagndsticos

Reactivos
Comercialmente disponibles
Ofrecen disenos bastane flexibles

Costo
Aceptabilidad (Estandarizados)
Seguridad

Reactivos no mutagénicos
La eliminaciéon de los desechos no es problematica

Disponibilidad

Elisa puede ser desarrollado en cualquier lugar aun en

laboratorios de baja complejidad



CARACTERISTICAS DE LAS ENZIMAS Y SUSTRATOS
USADOS EN EIA
e

DE LAS ENZIMAS

Medicidon de actividad catalitica
por: Espectrometria, fluorimetriq,

: \ i N l"j
luminometria del producto formado '\v,m,g_cgga::ﬂ»” :’E

= L u.
Elevada actividad especifica sea CWODRROMN 1
conjugada o no RPN

. e o e bW o

Soluble y pura a bajo costo y con TN/t AN
calidad reproducible R b h \
Alta estabilidad en 4O tg‘ig
almacenamiento y durante el it “".",'f'r';_..,"wu ¥
procedimiento 3t S
Tener grupos reactivos para union AR
covalente

Métodos de marcaje simples



CARACTERISTICAS DE LAS ENZIMAS Y SUSTRATOS
USADOS EN EIA

DE LAS ENZIMAS

, . HRP-Linked Atibody
Sustrato no téxico, barato, estable;

asi mismo un producto estable
Alta actividad especifica

Detectjon Antibody

Sin actividad catalitica en el
espécimen m!mmm
Ausencia de sustrato y producto en
el espécimen en estudio

Disponibilidad de inhibidores

selectivos o Ac. que inhiben la M

enzima

Sandwich ELISK



CARACTERISTICAS DE LAS ENZIMAS Y SUSTRATOS
USADOS EN EIA
e

-1 DEL SUSTRATO CROMOGENICO

Solubles en agua, incoloros, inodoros, no
mutagénicos, atoxicos

Coeficientes de absorcidén molar elevado
con mdximo de absorvancia 340-600
nm

Elevada constante de wunién para la
enzima (Km baja)

Gran estabilidad en el almacenamiento
(sustrato), y del producto al parar la
reaccion

Linealidad de medida en amplio
intervalo

Ausencia de sustrato en el especimen en
especial en EIA homogéneo




INTERFERENCIAS EN ELISA

INTERFERENCIAS
EXOGENAS (No del

especimen)
Preparacion

Conservacion

Recojo del especimen



INTERFERENCIAS EN ELISA

INTERFERENCIAS ENDOGENAS
(Del espécimen)
Hiperlipidemia
Anticuerpos heteréfilos
HAMA
Factor Reumatoide
Competicidn entre anticuerpos

Reaccién cruzada con antigenos
enddgenos



8 Mdas en neonatos

INTERFERENCIAS (Ac heteréfilos)

Formas rudimentarias de
anticuerpos tempranos

Los Ac pueden haber
evolucionado de Ac naturales
primordiales

Avuto anticuerpos Ilg M (FR)

2 Ac anti idiotipo




INTERFERENCIAS (Ac heteréfilos)

INTERFIEREN EN DOS LUGARES DEL
INMUNOENSAYO IMPIDEN CAPTURA
Y DETECCION DE ANTIGENOS

DISTINGUIRLOS DE LOS
ANTICUERPOS  ANTI  ANTIGENOS
HAMA ANIMALES PRODUCIDOS POR
SENSIBILIZACION PREVIA

NATURALEZA Y AVIDEZ DEL
ANTICUERPO IMPORTANTES EN LA
IDENTIFICACION DE INTERFERENCIAS

USO DE GLOBULINAS NO INMUNES
PARA REMOVERLOS




ZONAS DE INTERFERENCIA

antl-framework antibody
antiddiotype antibody directed against framework reglons

directad agalnst CDR reglons L

)

antl-lsotype amibody > »
directed agalnst Fe reglon + o

|

antl-nec-epitope antibody
directed agalnst neo-epltope
of fab and flab"k



LOS ANTICUERPOS INTERFERENTES NO SON
NECESARIAMENTE HETEROFILOS

ANTICUERPOS ANTI ANIMALES ANTICUERPOS HETEROFILOS
ALTA AFINIDAD Y ESPECIFICIDAD POCA AFINIDAD Y ESPECIFICIDAD
BIEN DEFINIDOS POCO DEFINIDOS
MONOANTIGENICOS POLIANTIGENICOS
SENSIBILIZACION PREVIA NO HISTORIA DE SENSIBILIZACION
m VACUNAS

MASCOTAS
m OCUPACIONAL
OTRAS (CRUZADA)

DIFICILMENTE REMOVIBLES FACILMENTE REMOVIBLES




INTERFERENCIAS EN ELISA

Interferencias propias de los

ELISA

Presencia de enzima marcadora en la
muestra o sustrato o producto

Lipidos, hemoglobina, bilirrubina (deben ser
corregidos por el blanco

Temperatura

Contaminaciones por arrastre en el momento
del lavado

Otros




Contaminacion cruzada
Carry Over

OOOOOC
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Avoid dripping from tips. When taking sample
ensure that any excess liquid on outside of tip is
conducted away by touching tip on side of
container.

Do not press tips into wells, this bends the points of
the tips and introduces error when expelling liquid
by pipetting action.

Do not put tips in wells at
the wrong angle; this can
leave sample on side of
wells.

Make sure that tips touch sides of wells and liguid
when adding sample, and when tip is leaving wells
after expulsion of sample.

s L L=

Influencia del dispensamiento de la muestra en los pocillos de ELISA



Finalmente, se debe optimizar el tiempo de incubacion, realizandose lecturas seriadas hasta encontrar el optimo, que sera aquel en el que se
encuentre mayor diferencia de color entre positivos y negativos de referencia. Las reacciones enzimaticas colorimétricas siguen curvas del tipo
del que se muesira en la grafica para muestras positivas y negativas, por lo que existe un tiempo de lectura para el cual la diferencia
colorimétrica entre muestras positivas y negativas es maximo.

rbanciq

Muestra positiva

Maxima Muestra negativa
diferencia

Tiempo
de
lectura

Tiempo

Variacion de la absorbancia en funcion del tiempo para muestras positivas y
negativas y tiempo optimo de lectura o parada de la reaccion.



Lectura e interpretacion de los resultados

La lectura de los resultados puede ser valorada tanto
visual como colorimétricamente. A simple vista, pueden
ser leidos ciertos ensayos rutinarios en los que no haga
falta una cuantificaciéon y no se presenten abundantes

casos dudosos (el ojo humano no es capaz de
discernir una variacion de 0,1 de densidad

6pficc) ya que dicha lectura visual tendrd el

inconveniente de la subjetividad y el de diagnosticar
equivocadamente los casos limite. No obstante, evita la

adquisicién de aparatos relativamente costosos como
son los lectores de microplacas.



Lectura e interpretacion de los
resultados

Una de las grandes ventajas de la técnica ELISA es la
posible automatizacion de la lectura y, por lo tanto, su
objetividad. Dicha automatizacion se puede conseguir
con un simple colorimetro o espectrofotometro de
cubeta o con sofisticados equipos de lectura automdtica
de microplacas.

Los resultados finales de la lectura colorimétrica se
reflejaon  numéricamente  mediante  valores de
absorbancia o densidad dptica que se obtendrdn a la
longitud de onda mds adecuada para la coloracidn
final alcanzada.
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