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                          2. ΕΝΖΥΜΙΚΗ ΑΝΟΣΟΔΟΚΙΜΑΣΙΑ ELISA         

                               (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) 
 

Κύρια µέθοδος ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης αντιγόνων ή αντισωµάτων σε 

βιολογικά υγρά 

 

                                                             ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

   Μία σηµαντική πρόοδος, σε επίπεδο λειτουργικών µελετών, επιτεύχθηκε στην Ανοσολογία 

µε την ανάπτυξη διαφόρων ανοσοδοκιµασιών (Immunoassays). Ορισµένες ανοσοδοκιµασίες 

στηρίχτηκαν στην ειδικότητα αναγνώρισης και αλληλεπίδρασης µεταξύ ενός αντιγόνου και 

ειδικού αντισώµατος. Η ενζυµική ανοσοδοκιµασία ELISA (ή Δοκιµασία Ενζυµο-

Συζευγµένης Ανοσοπροσρόφησης) πρωτοπεριγράφθηκε από τους Engvall και Perlman το 

1971 και αποτελεί µία ευρύτατα χρησιµοποιούµενη µέθοδο τόσο για ερευνητικούς όσο και 

για διαγνωστικούς σκοπούς. 

   Η ΕLISA είναι µέθοδος υψηλής ευαισθησίας, η οποία επιτρέπει τον ποσοτικό 

προσδιορισµό αντισωµάτων, αντιγόνων, κυτταροκινών, χηµικών ουσιών, ορµονών σε 

βιολογικά υγρά µε τη χρήση ενζυµο-συζευγµένων αντισωµάτων και χρωµογόνου 

υποστρώµατος. Τα βασικά πλεονεκτήµατά της έναντι των άλλων ανοσοδοκιµασιών είναι: (α) 

κυρίως, η υψηλότερη ευαισθησία της και η επαναληψιµότητά της και (β) η µη 

χρησιµοποίηση ραδιενέργειας, όπως στις µεθόδους RIA (Radioimmunoassay). Η αρχή της 

µεθόδου έγκειται στην ειδική αλληλεπίδραση αντιγόνου-αντισώµατος. Η ELISA αποτελεί 

µία ιδιαίτερα προσαρµόσιµη τεχνική δεδοµένου ότι ανάλογα µε την εφαρµογή, τα 

αντιδραστήρια και την ευαισθησία που επιδιώκεται, η µέθοδος παρουσιάζει πολλαπλές 

παραλλαγές, όπως η έµµεση ELISA, η ELISA τύπου Sandwich, η ανταγωνιστική ELISA, η 

άµεση και η έµµεση κυτταρική ELISA. Σε όλες τις παραλλαγές της µεθόδου, τα βασικά 

στοιχεία που τη χαρακτηρίζουν είναι: (1) η πρόσδεση και ακινητοποίηση αντιγόνου ή 

αντισώµατος σε στερεή επιφάνεια (Ανοσοπροσρόφηση, ImmunoSorbent), (2) η χρήση 

ενζυµο-συζευγµένου (Enzyme-Linked) αντισώµατος και (3) η χρήση χρωµογόνων 

υποστρωµάτων, τα οποία µετά από αντίδραση µε το ένζυµο παράγουν διαλυτό έγχρωµο 
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προϊόν (χρώµα ή φθορισµό) επιτρέποντας την ποσοτικοποίηση της αλληλεπίδρασης 

αντιγόνου-αντισώµατος. 

 

                                                  ΣΤΑΔΙΑ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ 

Α. Πρόσδεση/Ακινητοποίηση αντιγόνου ή αντισώµατος σε στερεά επιφάνεια 

(Ανοσοπροσρόφηση) 

   Το εξεταζόµενο αντιγόνο ή αντίσωµα αρχικά ακινητοποιείται σε στερεά επιφάνεια. Αυτό 

µπορεί να επιτευχθεί είτε µέσω χηµικού δεσµού (προσκόλληση σε σφαιρίδια κυτταρίνης, 

αγαρόζης, πολυακρυλαµιδίου) ή µέσω φυσικής προσρόφησης µε υδρόφοβο δεσµό 

(προσρόφηση σε πλαστική επιφάνεια). Η πρακτική απλότητα χειρισµού των πλαστικών 

σκευών και η δυνατότητα εφαρµογής της µεθόδου σε µεγάλη κλίµακα χρησιµοποιώντας 

πλάκες µικροτιτλοποίησης καθιστά τον δεύτερο τρόπο προσρόφησης ευρύτερα 

χρησιµοποιούµενο στις ανοσοδοκιµσίες ELISA. Μειονέκτηµά του αποτελεί η διαφορά 

προσρόφησης του αντιγόνου ή αντισώµατος που µπορεί να εµφανίζουν διαφορετικά 

πλαστικά σκεύη ή διαφορετικά φρεάτια του ίδιου πλαστικού σκεύους. Ωστόσο, η χρήση 

πρωτεϊνών για τον αποκλεισµό της µη ειδικής προσρόφησης και απορρυπαντικών κατά τις 

επωάσεις και τις εκπλύσεις καθιστούν το προαναφερόµενο πρόβληµα αµελητέο. 

 

Β. Χρήση ενζυµο-συζευγµένου αντισώµατος 

   Η χρήση ενζυµο-συζευγµένων αντισωµάτων αποτελεί ένα βασικό χαρακτηριστικό της 

µεθόδου ELISA, σε σύγκριση µε άλλες ανοσοδοκιµασίες που χρησιµοποιούν ραδιενέργεια 

για την ανίχνευση των προϊόντων. Η σύζευξη ενζύµων στα αντισώµατα προβλέπει το 

σχηµατισµό ενός σταθερού οµοιοπολικού δεσµού µεταξύ του ενζύµου και του αντισώµατος, 

ο οποίος δεν επηρεάζει την ικανότητα του αντισώµατος να αναγνωρίζει το αντιγόνο αλλά 

ούτε την καταλυτική δραστικότητα του ενζύµου. Ένας σηµαντικός αριθµός ενζύµων 

χρησιµοποιείται επιτυχώς στη µέθοδο ELISA, όπως η ραφανική υπεροξειδάση (HRP), η 

αλκαλική φωσφατάση (AP), η β-γαλακτοσιδάση (β-Gal), και διακρίνονται σε άµεσα 

δραστικά στο υπόστρωµα (αλκαλική φωσφατάση, β-γαλακτοσιδάση) και αυτά που δρουν 

έµµεσα (ραφανική υπεροξειδάση). Η επιλογή του ενζύµου εξαρτάται από την εφαρµογή της 
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µεθόδου.*  

 

 

Γ. Χρήση χρωµογόνου υποστρώµατος 

   Η ανίχνευση του εξεταζόµενου αντιγόνου ή αντισώµατος πραγµατοποιείται µε την 

προσθήκη χρωµογόνου υποστρώµατος που αντιδρά µε το ένζυµο παράγοντας έγχρωµο 

προϊόν (φως ή φθορισµό). Η επιλογή του ζεύγους ενζύµου-υποστρώµατος της χρωµογόνου 

αντίδρασης καθορίζει την ευαισθησία της δοκιµασίας. Παράµετροι που συντελούν στην 

επιλογή ενζύµου-υποστρώµατος και εξασφαλίζουν την υψηλότερη ευαισθησία της 

δοκιµασίας είναι: (α) η ταχύτατη αντίδραση µεταξύ ενζύµου και υποστρώµατος προκειµένου 

να παράγεται έγχρωµο προϊόν σε µεγάλη ποσότητα, (β) το έγχρωµο προϊόν της αντίδρασης 

να ανιχνεύεται µε µεγάλη ευαισθησία και (γ) η ενζυµική δραστικότητα να µην επηρεάζεται 

από παράγοντες του εξεταζόµενου δείγµατος. 

 

Δ. Ανίχνευση προϊόντος 

   Η επιλογή του ενζύµου και του υποστρώµατος καθορίζουν τη µέθοδο ανίχνευσης και 

µέτρησης του προϊόντος της ανοσοδοκιµασίας. Θα πρέπει να τονιστεί ότι σε κάθε περίπτωση 

το προϊόν της ανοσοδοκιµασίας είναι διαλυτό, γεγονός που αποτελεί ιδιαίτερο και το 

σηµαντικότερο χαρακτηριστικό της µεθόδου. Η µέτρηση του τελικού προϊόντος µπορεί να 

πραγµατοποιηθεί µε φωταύγεια, φθορισµοµετρία ή χρωµατοµετρία. Μολονότι, η 

χηµειοφωταύγεια παρέχει αυξηµένη ευαισθησία στη δοκιµασία, οι πιο διαδεδοµένες µέθοδοι 

µέτρησης είναι οι χρωµατοµετρικές. Ο λόγος της ευρύτατης χρήσης τους είναι ότι παρέχουν: 

(1) γρήγορη οπτική εκτίµηση των αποτελεσµάτων, (2) σταθερότητα του έγχρωµου προϊόντος 

για αρκετό χρόνο µετά τον τερµατισµό της ενζυµικής αντίδρασης και (3) απλή και 

οικονοµική µέτρηση µέσω φωτοµέτρησης. Η µέτρηση του προϊόντος της χρωµογόνου 

αντίδρασης πραγµατοποιείται µε µέτρηση της οπτικής πυκνότητας (Optical Density, OD) 

των δειγµάτων. 

* Πειραµατικά, η σύζευξη µπορεί να επιτευχθεί µε πολλές µεθόδους, µε ευρύτερα χρησιµοποιούµενες τη µέθοδο 

του υπεριωδικού νατρίου (NaIO4) και της γλουταραλδεΰδης. Εντούτοις, σπάνια σήµερα η σύζευξη ενζύµου-

αντισώµατος γίνεται στο εργαστήριο καθώς τα ενζυµο-συζευγµένα αντισώµατα είναι ευρύτατα διαθέσιµα 

εµπορικά. 
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   Βασικό ρόλο στην ακρίβεια της δοκιµασίας διαδραµατίζει ο χρόνος ανάπτυξης του 

προϊόντος της ενζυµικής αντίδρασης, ο οποίος κυµαίνεται ανάλογα µε την ενζυµική δράση 

και την προσθήκη του διαλύµατος τερµατισµού της αντίδρασης (οξέος ή βάσης). Έτσι, η 

ακρίβεια βασίζεται αφενός στην προσθήκη του διαλύµατος τερµατισµού στην κατάλληλη 

χρονική στιγµή και αφετέρου στην προσθήκη σταθερού όγκου του προαναφερόµενου 

διαλύµατος. 

 

                                                 ΠΑΡΑΛΛΑΓΕΣ ELISA 

Ι. Έµµεση ELISA 

Για την ανίχνευση ειδικών αντισωµάτων έναντι συγκεκριµένου αντιγόνου σε βιολογικά 

υγρά εφαρµόζεται η παραλλαγή της έµµεσης ELISA 

 

 

 

 

      Εικόνα 1. Σχηµατική απεικόνιση Έµµεσης ELISA (από R.A. Goldsby, T.J. Kindt, B.A. Osborne, J. Kuby, 

Immunology). 

 

   Κατά την παραλλαγή αυτή (Εικόνα 1), ακινητοποιείται το αντιγόνο στη στερεά επιφάνεια 

και ακολούθει η επώαση µε το εξεταζόµενο βιολογικό υγρό. Η ύπαρξη αντισωµάτων έναντι 

των αντιγόνων στο εξεταζόµενο δείγµα ανιχνεύεται µε τη χρήση ενός αντι-αντισώµατος 

συζευγµένου µε ένζυµο*. Η ποσότητα του ενζύµου που θα προσκοληθεί στο πρωτεϊνικό 

σύµπλοκο "αντιγόνο-αντίσωµα-ενζυµοσυζευγµένο αντι-αντίσωµα" είναι ανάλογη της 

συγκέντρωσης του υπό εξέταση αντισώµατος στο βιολογικό υγρό. Τα αποτελέσµατα 
                                                        
* Για παράδειγµα, αν το εξεταζόµενο βιολογικό υγρό είναι ανθρώπινος ορός αίµατος τότε το "αντι-αντίσωµα" θα 
είναι αντίσωµα που έχουν παραχθεί σε ζώα µετά από ανοσοποίηση µε ανθρώπινες ανοσοσφαιρίνες. Τα πλέον 
χρησιµοποιούµενα ζώα, για το σκοπό αυτό, είναι το πρόβατο, η κατσίκα και το κουνέλι. Στην άσκηση που 
προσδιορίζεται ο τίτλος αντισωµάτων έναντι του αντιγόνου της Leismania Donovani σε ορό σκύλου 
χρησιµοποιείται αντι-αντίσωµα κουνελιού έναντι των ανοσοσφαιρινών σκύλου. Συχνά στην εργαστηριακή 
ορολογία, το αντι-αντίσωµα αναφέρεται και ως δεύτερο αντίσωµα. 
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εκφράζονται σαν τίτλος αντισώµατος. Η παραλλαγή αυτή εφαρµόζεται για: (α) ανίχνευση 

αντισωµάτων έναντι λοιµογόνων παραγόντων, όπως ο ιός HIV, (β) προσδιορισµό τίτλου 

αντισωµάτων µετά από εµβολιασµό ή ανοσοποίηση ζώων, (γ) ανίχνευση αυτοαντισωµάτων, 

(δ) ανίχνευση αντισωµάτων έναντι αλλεργιογόνων και (ε) ανίχνευση αντισωµάτων έναντι 

αντιγόνων, όπως στην περίπτωση της λεισµανίασης. 

 

ΙΙ. ELISA τύπου Sandwich 

Για την ποσοτικοποίηση συγκεκριµένου αντιγόνου σε βιολογικά υγρά εφαρµόζεται η 

παραλλαγή της ELISA τύπου Sandwich  

   Η παραλλαγή της ELISA τύπου Sandwich (Εικόνα 2) χαρακτηρίζεται από τη 

χρησιµοποίηση δύο διαφορετικών αντισωµάτων που αναγνωρίζουν διαφορετικούς επιτόπους 

του αντιγόνου.  

 

 

 

 

 

      Εικόνα 2. Σχηµατική απεικόνιση ELISA τύπου Sandwich (από R.A. Goldsby, T.J. Kindt, B.A. Osborne, J. 

Kuby, Immunology). 

 

   Το πρώτο αντίσωµα ακινητοποιείται στην στερεά επιφάνεια, στη συνέχεια προστίθεται το 

εξεταζόµενο δείγµα που περιέχει το υπό ανίχνευση αντιγόνο σε άγνωστη συγκέντρωση. Μετά 

την αντίδραση του πρώτου αντισώµατος µε το εξεταζόµενο αντιγόνο, ακολουθεί η προσθήκη 

του ενζυµο-συζευγµένου δευτέρου αντισώµατος. Η ποσότητα του δευτέρου αντισώµατος που 

θα προσδεθεί, άρα και ενζύµου, είναι ανάλογη της ποσότητας του αντιγόνου που έχει 

προσδεθεί στο πρώτο αντίσωµα. Στη συνέχεια, προστίθεται το κατάλληλο υπόστρωµα και 

µέσω ενζυµικής αντίδρασης ανιχνεύεται ποσότητα προϊόντος ανάλογη αυτής του αντιγόνου 
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που έχει συνδεθεί µε το ακινητοποιηµένο αντίσωµα. Για την ποσοτικοποίηση των 

εξεταζόµενων δειγµάτων χρησιµοποιείται καµπύλη αναφοράς που γίνεται µε διαδοχικές 

αραιώσεις διαλύµατος αναφοράς του αντιγόνου, δηλαδή διαλύµατος που περιέχει γνωστή 

συγκέντρωση του αντιγόνου, και τα αποτελέσµατα µπορούν να εκφραστούν σε διεθνή 

µονάδα συγκέντρωσης (g/l ή υποδιαιρέσεις, π.χ. ng/ml, pg/ml). Η ELISA τύπου Sandwich 

εφαρµόζεται για τον ποσοτικό προσδιορισµό ορµονών, κυτταροκινών, ανοσοσφαιρινών και 

άλλων πρωτεϊνών σε βιολογικά υγρά και σε υπερκείµενα καλλιεργιών. 

 

 

 

 

 

 

      Εικόνα 3. Σχηµατική απεικόνιση Ανταγωνιστικής ELISA (από R.A. Goldsby, T.J. Kindt, B.A. Osborne, J. 

Kuby, Immunology). 

 

 

   Το  αντιγόνο  σε  διαλυτή  μορφή  αναµειγνύεται  µε  περίσσεια  ενζυµο-συζευγµένου 

αντισώµατος. Το µείγµα συνεπωάζεται µε το ακινητοποιµένο σε στερεά επιφάνεια αντιγόνο, 

σε  συνθήκες  που  επιτρέπουν  να  αναπτυχθεί  ανταγωνισµός  μεταξύ του ακινητοποιημένου 

και του διαλυτού αντιγόνου  για  την  πρόσδεση  µε  το  αντίσωµα  (Εικόνα  3).  Η  ενζυµική 

αντίδραση είναι µέγιστη απουσία του διαλυτού αντιγόνου και µειώνεται αυξανοµένης της 

συγκέντρωσής του. 

   Αν  είναι  απαραίτητη  η  ποσοτική  μέτρηση  του  αντιγόνου  αλλά  διαθέτουμε  μόνο  ένα 

αντίσωμα ή το αντιγόνο δεν διαθέτει περισσότερους από ένα επίτοπο τότε εφαρμόζουμε την 

ανταγωνιστική   τύπου   ELISA.  Οι  ανταγωνιστικές  ELISA   χαρακτηρίζονται   από   τον 

ανταγωνισµό  μεταξύ διαλυτού και ακινητοποιημένου σε στερεά επιφάνεια αντιγόνου για την 

πρόσδεση στο αντίσωµα. 
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                                ΑΥΞΗΣΗ  ΕΥΑΙΣΘΗΣΙΑΣ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ 

   Η ELISA είναι µέθοδος που πλεονεκτεί έναντι άλλων ανοσοδοκιµασιών ως προς την 

ευαισθησία. Οι περισσότερες παραλλαγές ELISA έχουν την ικανότητα να ανιχνεύουν τα 

εξεταζόµενα µόρια σε συγκεντρώσεις της τάξης των 1-100 ng/ml. Σε αρκετές εφαρµογές 

απαιτείται µεγαλύτερη ευαισθησία της τάξης των pg (10-12 g) ή και fg (10-15 g). Η ευαισθησία 

της µεθόδου µπορεί να αυξηθεί αλλάζοντας τις παραµέτρους της αντίδρασης, όπως το pH στο 

οποίο γίνεται η πρόσδεση του αντισώµατος στη στερεά επιφάνεια, χρήση αντισωµάτων µε 

µεγαλύτερη ικανότητα πρόσδεσης στα πλακίδια και υψηλότερης συγγένειας, αλλά και 

αύξηση του χρόνου επώασης. 

   Ωστόσο, η τροποποίηση που επιφέρει τα πλέον ικανοποιητικά αποτελέσµατα έγκειται στο 

επίπεδο του επιλεγόµενου ενζύµου και υποστρώµατος. Ο ευρύτερα χρησιµοποιούµενος 

τρόπος αύξησης της ευαισθησίας είναι το σύστηµα της βιοτίνης-αβιδίνης και βασίζεται στην 

αύξηση του αριθµού µορίων ενζύµου που αναλογούν σε κάθε σύµπλοκο αντιγόνου-

αντισώµατος (Εικόνα 4). H βιοτίνη µπορεί να συζευχθεί µε τις αµινοµάδες των πρωτεϊνών 

όταν στο µόριό της σχηµατισθεί οµάδα ενεργού εστέρα. Η αβιδίνη ή στρεπταβιδίνη µε τη 

σειρά της σχηµατίζει µη οµοιοπολικά σύµπλοκα µε την βιοτίνη µε την υψηλότερη συγγένεια 

που απαντάται στη φύση (kD = 10-15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         Εικόνα 4. Αύξηση της ευαισθησίας της µεθόδου ELISA µε τη χρήση του συστήµατος βιοτίνης-αβιδίνης. 
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Έτσι, η στρατηγική που ακολουθείται είναι η σύζευξη της βιοτίνης στο δεύτερο αντίσωµα, η 

αντίδραση µε ενζυµο-συζευγµένη αβιδίνη και ακολούθως η προσθήκη κατάλληλου 

υποστρώµατος. Δεδοµένου ότι σε κάθε µόριο αντισώµατος ή αντιγόνου προσδένονται πολλά 

µόρια βιοτίνης και η αντίδραση βιοτίνης-αβιδίνης είναι υψηλής συγγένειας αυξάνεται κατά 

πολύ ο αριθµός των µορίων ενζύµου που συµµετέχουν στην αντίδραση. Αποτέλεσµα της 

προαναφερόµενης διαδικασίας είναι η αύξηση της ευαισθησίας της µεθόδου κατά 10 - 100 

φορές.    
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                                 ΣΥΝΟΨΗ ΒΑΣΙΚΩΝ ΑΡΧΩΝ ΤΗΣ ΜΕΘΟΔΟΥ 

• Η ELISA είναι µία ενζυµική µέθοδος, µε χρήση ενζυµο-συζευγµένων αντισωµάτων 

και χρωµογόνων υποστρωµάτων, κατά την οποία η συγκέντρωση του εξεταζόµενου 

µορίου προσδιορίζεται από την ποσότητα του έγχρωµου προϊόντος που παράγεται από 

την αντίδραση ενζύµου-υποστρώµατος. 

• Η ELISA είναι µία µέθοδος υψηλά ευαίσθητη που επιτρέπει τον ποσοτικό 

προσδιορισµό αντισωµάτων, αντιγόνων, κυτταροκινών, χηµικών ουσιών, ορµονών σε 

βιολογικά υγρά και έχει την ικανότητα να ανιχνεύει τα υπό εξέταση µόρια σε 

συγκεντρώσεις έως και της τάξης των pg και σε ειδικές περιπτώσεις fg. 

• Τα πλεονεκτήµατά της σε σύγκριση µε άλλες ανοσοδοκιµασίες είναι η υψηλότερη 

ευαισθησία της, η επαναληψιµότητά της και η µη χρησιµοποίηση ραδιενέργειας. 

• Η αρχή της µεθόδου βασίζεται στην ειδική αλληλεπίδραση αντιγόνου-αντισώµατος 

και ανάλογα µε την εφαρµογή, τα αντιδραστήρια και την ευαισθησία που επιδιώκεται 

η µέθοδος παρουσιάζει πολλαπλές παραλλαγές. 

• Τα βασικά στάδια της µεθόδου είναι: (α) η πρόσδεση και ακινητοποίηση αντιγόνου ή 

αντισώµατος σε στερεή επιφάνεια (Ανοσοπροσρόφηση), (β) η χρήση ενζυµο-

συζευγµένου αντισώµατος και (γ) η χρήση χρωµογόνων υποστρωµάτων, τα οποία 

αντιδρούν µε το ένζυµο και παράγουν χρώµα ή φθορισµό επιτρέποντας την 

ποσοτικοποίηση της αλληλεπίδρασης αντιγόνου-αντισώµατος. 
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1ο ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ. ΕΜΜΕΣΗ ELISA: ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΙΤΛΟΥ ΑΝΤΙΣΩΜΑΤΩΝ 

ΣΕ ΟΡΟ ΣΚΥΛΟΥ ΜΟΛΥΣΜΕΝΟΥ ΜΕ ΤΟ ΠΑΡΑΣΙΤΟ LEISMANIA DONOVANI 

 
                                                ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΑΣΚΗΣΗΣ 

                                                    ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΕΞΟΠΛΙΣΜΟΣ 

• Στερεά επιφάνεια. Πλακίδια 96 φρεατίων (8 × 12 cm) από πολυπροπυλένιο ή 

πολυστυρένιο (Εικόνα 5). 

 

 

 

      Εικόνα 5. Πλακίδιo 96 φρεατίων. 

• Αντιγόνο Leismania Donovani. Το αντιγόνο παρασκευάζεται από συνολικό 

εκχύλισµα καλλιέργειας παρασίτων. 

   Πρόκειται για διαγνωστική δοκιµασία µε στόχο την ανίχνευση αντισωµάτων έναντι 

αντιγόνων του Leismania Donovani στον ορό σκύλων που πιθανώς έχουν µολυνθεί µε το 

παράσιτο. Αν ο ορός είναι θετικός συµπεραίνουµε ότι ο σκύλος είναι µολυσµένος. Αντίθετα, 

αν ο ορός είναι αρνητικός ο σκύλος δεν έχει µολυνθεί ή η µόλυνση είναι πολύ πρόσφατη. 

   Με τη χρήση διαδοχικών αραιώσεων του ορού προσδιορίζουµε τον τίτλο των αντισωµάτων. 

Θα πρέπει να σηµειωθεί ότι ως ″τίτλος″ ορίζεται το αντίστροφο της µεγαλύτερης αραίωσης 

του ορού που αναπτύσσει έγχρωµο προϊόν. Για παράδειγµα, αν στην αραίωση 1:1.600 δεν 

αναπτυχθεί κίτρινο χρώµα και στην αραίωση 1:800 αναπτυχθεί, τότε ο τίτλος του ορού είναι 

800. 

   Ο  προσδιορισµός  του   τίτλου  των  αντισωµάτων  είναι   διαγνωστικά   σηµαντικός. Για

 παράδειγμα,  υψηλός  τίτλος  αποτελεί  ισχυρή  ένδειξη  ότι  υπάρχει  πιθανά  ενεργή  λοίµωξη.

 Εφόσον  συμπληρωματικές  εξετάσεις  με  άλλες  μεθοδολογίες  (π.χ.  ανοσοφθορισμός)  είναι

 επίσης θετικές τότε ο σκύλος υποβάλλεται σε θεραπευτική αγωγή. Σε επανεξέταση με έμμεση

 ELISA,  αν  ο  τίτλος  µειώνεται  τότε  συµπεραίνουµε  ότι  πολύ   πιθανά  το  ζώο

 ανταποκρίνεται  στη  θεραπεία.  Στην  περίπτωση  που  ο  τίτλος  παραµένει  υψηλός,  ο

 σκύλος δεν ανταποκρίνεται άρα πρέπει να υποβληθεί σε διαφορετική θεραπευτική αγωγή. 
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• Αντίσωµα κουνελιού έναντι ανοσοσφαιρινών σκύλου συνδενδεµένο µε HPO. 

• Υπόστρωµα. TMB (3,3΄,5,5΄-τετραµεθυλοβενζιδίνη). 

   Το TMB οξειδώνεται κατά την ενζυµική αποικοδόµηση του υπεροξειδίου του υδρογόνου 

(Η2Ο2) από τη υπεροξειδάση της ραφάνου (HRP). Το οξειδωµένο προϊόν του TMB έχει 

έντονο µπλέ χρώµα. Σε όξινο περιβάλλον το χρώµα µετατρέπεται σε κίτρινο. 

• Φωτόµετρο. Αυτόµατο φωτόµετρο ειδικό για πλακίδια 96 φρεατίων (Εικόνα 6). 

 

 

 

 

 

Εικόνα 6. Φωτόµετρο για πλακίδια 96 φρεατίων. 

 

• Ρυθµιστικά διαλύµατα 

- 0.1M ΝaHCΟ3 (δισανθρακικό νάτριο), pH 9.5 (Διάλυµα για την ευαισθητοποίηση των 

πλακιδίων). 

- PBS, pH 7.2, 0.15 M ΝaCl, 0.01 M PO4
3-, 0.0027 M KCl. 

- PBS + Tween-20 0.1% (Διάλυµα έκπλυσης των πλακιδίων ανάµεσα στο κάθε στάδιο της 

µεθόδου. Το Tween-20 είναι απορρυπαντικό που βοηθάει στην έκπλυση των ουσιών που 

έχουν προσδεθεί µη ειδικά στο πλακίδιο). 

- PBS + Tween-20 0.1% + 1% BSA (Ρυθµιστικό διάλυµα εργασίας. Στο διάλυµα αυτό 

γίνονται οι αραιώσεις όλων των αντισωµάτων και αντιγόνων). 

- 1M H3PO4 (Διάλυµα τερµατισµού της ενζυµικής αντίδρασης). 
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• Οροί [8 οροί υγειών σκύλων (αρνητικοί) και 5 οροί σκύλων που ελέγχονται 

για λοίμωξη µε Leismania Donovani (θετικοί)]. 
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ΑΠΑΡΑΙΤΗΤΕΣ ΣΗΜΕΙΩΣΕΙΣ:  

•  Όλες οι αραιώσεις πραγµατοποιούνται σε διάλυµα εργασίας. 

• Ο όγκος που προστίθεται σε κάθε φρεάτιο είναι σταθερά 50 µl. 

 

                                             ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΗ ΔΙΑΔΙΚΑΣΙΑ 

1. Αρχικά, ευαισθητοποιούνται τα πλακίδια µε προσθήκη 50 µl κεκαθαρµένου αντιγόνου 

Leismania Donovani, συγκέντρωσης 5 µg/ml σε διάλυµα ΝaHCΟ3 0.1 M pH 9.5, σε κάθε 

φρεάτιο και ακολουθεί ολονύκτια επώαση στους 4°C (γίνεται από τους διδάσκοντες). 

2. Στη συνέχεια το πλακίδιο εκλπένεται 3 φορές µε εµβάπτιση σε διάλυµα PBS + Tween-20 

0.1%.  

3. Στα φρεάτια προστίθενται: α. στην κολώνα 2, εις απλούν 50 µl αρνητικών µαρτύρων σε 

αραίωση 1:100 και β. στις κολώνες 3-8, οι 5 εξεταζόµενοι οροί σε αραιώσεις 1:100 ως 1:800 

(4 διαδοχικές αραιώσεις ορών 1:2) (βλέπε επεξήγηση εκτέλεσης της άσκησης στα 

παρακάτω σχήµατα). Ακολουθεί επώαση για 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 

 

         55 µl            55 µl           55 µl 

 

 

 

 

 

   110 µl 

   

  1:100         1:200        1:400         1:800 

 

- Η αραίωση 1:100 δίνεται έτοιµη. 

- Προσθήκη σε κάθε άδειο eppendorf 55 µl 

  διαλύµατος εργασίας και µεταφορά 55 µl 

  από την πρώτερη αραίωση. 

- Φόρτωση σε κάθε φρεάτιο όγκου 50 µl από 

   την κάθε αραίωση. 
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   3α. Στην κολώνα 1 προστίθεται το ″τυφλό″ (blank) για τον προσδιορισµό του θορύβου. Στο 

τυφλό προστίθενται όλα τα αντιδραστήρια εκτός του ορού. Αντί αυτού προστίθεται όγκος 50 

µl διαλύµατος εργασίας (PBS + 0.1% Tween-20 + 1% BSA). Το τυφλό αποτελεί σηµείο 

ελέγχου της σωστής εκτέλεσης της δοκιµασίας. Υψηλές τιµές θορύβου υποδηλώνουν την 

ύπαρξη διασταυρούµενων αντιδράσεων, επιµόλυνση των αντιδραστηρίων ή πιθανή χρήση 

λάθος αντιδραστηρίων. Στην περίπτωση αυτή, η δοκιµασία επαναλαµβάνεται και αν το 

πρόβληµα επιµένει αλλάζουµε αντιδραστήρια. 

   3β. Η δοκιµασία διαδοχικών αραιώσεων των ορών µας επιτρέπει να προσδιορίσουµε τον 

τίτλο των αντισωµάτων έναντι των αντιγόνων του παρασίτου. 

   3γ. Οι τιµές οπτικής πυκνότητας (OD) των αρνητικών ορών χρησιµεύουν για να 

καθορίσουµε το ″κατώφλι θετικότητας″ (βλέπε παρακάτω). 

4. Στη συνέχεια το πλακίδιο εκλπένεται, όπως παραπάνω, και σε κάθε φρεάτιο προστίθενται 

50 µl αντισώµατος κουνελιού έναντι ανοσοσφαιρινών σκύλου HPO-συνδεδεµένου, σε 

αραίωση 1:5.000, και ακολουθεί επώαση για 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. [Το 

αντίσωµα δίνεται έτοιµο (αραιωµένο) από τους διδάσκοντες]. 

5. Πραγµατοποιείται εκ νέου έκλπυση και στη συνέχεια προστίθενται 50 µl µείγµατος 1:1 

υποστρώµατος TMB και H2O2 και γίνεται επώαση για χρονικό διάστηµα 15 λεπτά 

προκειµένου να τελεστεί η ενζυµική αντίδραση. (Η προσθήκη του υποστρώµατος θα γίνει µε 

χρήση πολυπιπέτας από τους διδάσκοντες). 

6. Μετά την ανάπτυξη έντονου µπλέ χρώµατος η ενζυµική αντίδραση τερµατίζεται µε 

προσθήκη 50 µl διαλύµατος H3PO4 1Μ σε κάθε φρεάτιο. Στους θετικούς ορούς  αναπτύσεται 

κίτρινο χρώµα και η ένταση του χρώµατος είναι ανάλογη της συγκέντρωσης αντισώµατος σε 

κάθε φρεάτιο. 

7. Τέλος, πραγµατοποιείται φωτοµέτρηση στα 450 nm σε φωτόµετρο ειδικό για πλακίδια 96 

φρεατίων. 

8. Ανάλυση και συζήτηση αποτελεσµάτων. 
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Προσδιορισµός Τίτλου 

Για παράδειγµα, σε µία πειραµατική διαδικασία έµµεσης ELISA για τον προσδιορισµό τίτλου 

σε ορούς προκύπτουν οι παραπάνω τιµές. 

 

 

 

 

 

 

   Πρώτον, θα πρέπει να ελεγχθούν οι τιµές οπτικής πυκνότητας στο τυφλό. Οι τιµές στην 

προκειµένη περίπτωση είναι εντός των αναµενόµενων ορίων, γεγονός που υποδηλώνει τη µη 

ύπαρξη διασταυρούµενων αντιδράσεων, επιµόλυνσης των αντιδραστηρίων ή πιθανής χρήσης 

λάθος αντιδραστηρίων. 

   Δεύτερον, θα πρέπει να ελεγχθούν οι τιµές σε όλα τα υπόλοιπα φρεάτια µε σκοπό την 

επιβεβαίωση της σωστής πειραµατικής εκτέλεσης και ειδικότερα την ορθή πραγµατοποίηση 

των αραιώσεων. Οι τιµές στην προκειµένη περίπτωση µειώνονται καθοδικά που σηµαίνει 

πως οι αραιώσεις έχουν γίνει σωστά. 

   Τρίτον, σηµαντικό σηµείο για την ανάλυση των αποτελεσµάτων αποτελεί ο καθορισµός 

του κατωφλίου θετικότητας. Οι τιµές οπτικής πυκνότητας των 4 διαφορετικών αρνητικών 

ορών (κολώνα 2) χρησιµεύουν για να καθορίσουµε το κατώφλι θετικότητας σύµφωνα µε τον 

τύπο: 

               

ή σε πιο αυστηρές συνθήκες   

  

όπου    είναι ο µέσος όρος και SD (Standard Deviation) η σταθερά απόκλισης των τιµών 

οπτικής πυκνότητας του αρνητικού ορού. 

   Στο συγκεκριµένο παράδειγµα, η τιµή του χ µέσου είναι 0.13375. Συνεπώς, το κατώφλι 

θετικότητας ισούται µε 0.2675 κάτω από τις πιο αυστηρές συνθήκες. Θα πρέπει να σηµειωθεί 
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πως το κατώφλι θετικότητας δεν αποτελεί αυστηρό αριθµητικό όριο µε την έννοια ότι κάθε 

τιµή πάνω αυτού σηµαίνει θετικότητα. Έτσι, τιµές οπτικής πυκνότητας µε ελάχιστη απόκλιση 

από την τιµή του κατωφλίου θετικότητας θα εκτιµώνται ως αρνητικές. 

   Τέταρτον, δεδοµένου ότι ως ″τίτλος″ ορίζεται το αντίστροφο της µεγαλύτερης αραίωσης 

του ορού που αναπτύσσει έγχρωµο προϊόν, στους ορούς των οποίων οι τιµές οπτικής 

πυκνότητας είναι µεγαλύτερες του κατωφλίου θετικότητας, όπως και στους τρεις ορούς, 

λαµβάνουµε υπόψη την τιµή της µεγαλύτερης αραίωσης που υπερβαίνει αυτή του κατωφλίου 

θετικότητας*. Στην προκειµένη περίπτωση, οι τιµές 0.270 του ορού 1, 0.298 του ορού 2 και 

0.401 του ορού 3 είναι αυτές που θα χρησιµοποιήσουµε για τον προσδιορισµό του τίτλου. Η 

τιµή του ορού 1 αντιστοιχεί σε αραίωση 1:200, συνεπώς, ο τίτλος είναι 200. Η τιµή του ορού 

2 αντιστοιχεί σε αραίωση 1:800, συνεπώς, ο τίτλος είναι 800. Τέλος, η τιµή του ορού 3 

αντιστοιχεί σε αραίωση 1:400, συνεπώς, ο τίτλος είναι 400. 

 

 

                                         ΑΝΑΜΕΝΟΜΕΝΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

   Στην άσκηση θα χρησιµοποιηθούν θετικοί και αρνητικοί οροί για την ανοσοδοκιµασία. Η 

θετικότητα των ορών θα βαθµονοµηθεί από τον κάθε φοιτητή µε βάση την οπτική πυκνότητα 

των δειγµάτων και θα προσδιορισθεί ο τίτλος των ορών. 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Ως κατώφλι θετικότητας, στο προκειµένο παράδειγµα, θα λαµβάνουµε την τιµή 0.2675, δηλαδή οι 

υπολογισµοί θα πραγµατοποιούνται κάτω από πιο αυστηρές συνθήκες. 
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Προσδιορισµός της Ευαισθησίας και της Ειδικότητας Διαγνωστικής Μεθόδου. 

   Στο κείµενο αναφέρεται ότι:  «Οι τιµές οπτικής πυκνότητας του αρνητικού ορού χρησιµεύουν 

για να καθορίσουµε το κατώφλι θετικότητας σύµφωνα µε τον τύπο              ». Στα πλαίσια της 

παρούσας εκπαιδευτικής άσκησης η παραπάνω προσέγγιση αν και εµπειρική δεν είναι 

λαθεµένη. Αν όµως θελήσουµε να προσδιορίσουµε το κατώφλι θετικότητας για 

διαγνωστικούς σκοπούς, η προσέγγιση αυτή δεν είναι κατάλληλη. Πρώτον, οι τιµές οπτικής 

πυκνότητας των ορών ενός πληθυσµού υγειών µαρτύρων µπορεί να αποκλίνουν σηµαντικά 

και κατά συνέπεια δεν µπορούµε να περιοριστούµε στις τιµές λίγων µόνο ορών. Η απόκλιση 

των τιµών οφείλεται σε διάφορους παράγοντες, µεταξύ των οποίων οι πιο σηµαντικοί είναι 

µη ειδικές και διασταυρούµενες αντιδράσεις. Δεύτερο, το εύρος των τιµών οπτικής 

πυκνότητας του ορού των ασθενών είναι συνήθως µεγάλο, µε αποτέλεσµα οι κατώτερες τιµές 

των ασθενών να αλληλεπικαλύπτονται µε τις ανώτερες των υγειών µαρτύρων. Δεδοµένης της 

αλληλοεπικάλυψης αυτής, είναι απαραίτητο να οριστεί µία τιµή οπτικής πυκνότητας που 

καθορίζει το όριο λήψης απόφασης. Τα δείγµατα µε τιµές ανώτερες από την τιµή αυτή 

χαρακτηρίζονται θετικά ενώ αυτά µε τιµές κατώτερες αρνητικά. Το όριο λήψης απόφασης 

καθορίζει την διαγνωστική ευαισθησία και την διαγνωστική ειδικότητα.  

   Ως διαγνωστική ευαισθησία ορίζεται ο λόγος των αληθώς θετικών δειγµάτων (ασθενών) 

προς το άθροισµα των αληθώς θετικών και ψευδώς αρνητικών δειγµάτων (υγειών) ήτοι:  

 

 

Με άλλα λόγια η ευαισθησία ορίζεται ως το ποσοστό των δειγµάτων των ασθενών που 

χαρακτιρίζονται θετικά. Παράδειγµα, αν σε εκατό δείγµατα ασθενών τα 96 είναι άνω του 

ορίου (θετικά) ενώ τα 4 κάτω (αρνητικά) τότε η ευαισθησία της δοκιµασίας είναι 96%. 

    Ως διαγνωστική ειδικότητα ορίζεται ο λόγος των αληθώς αρνητικών δειγµάτων (υγειών) 

προς το άθροισµα των αληθώς αρνητικών και ψευδώς θετικών δειγµάτων (υγειών) ήτοι:  
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Με άλλα λόγια η ειδικότητα ορίζεται ως το ποσοστό των δειγµάτων των υγειών που 

προσδιορίζονται ως αρνητικά. Παράδειγµα: αν σε εκατό δείγµατα υγειών τα 90 είναι κάτω 

του ορίου (αρνητικά) ενώ τα 10 άνω (θετικά) τότε η ειδικότητα της δοκιµασίας είναι 90%. 

Με βάση τους παραπάνω ορισµούς αν αυξήσουµε την τιµή του ορίου λήψης απόφασης 

αυξάνει η ειδικότητα, αφού λιγότεροι οροί υγιών µαρτύρων θα προσδιορίζονται ως θετικοί, 

ενώ µειώνεται η ευαισθησία αφού περισσότεροι οροί ασθενών θα προσδιορίζονται ως 

αρνητικοί. Το αντίθετο θα συµβεί αν µειώσουµε την τιµή του ορίου λήψης απόφασης.  

   Δεν υπάρχει ενιαία µέθοδος καθορισµού του ορίου λήψης απόφασης. Το όριο καθορίζεται 

αυθαίρετα µε κριτήριο αν για την συγκεκριµένη δοκιµασία είναι προτιµότερο να αυξήσουµε 

την ευαισθησία ή την ειδικότητα. 

 

Παραδείγµατα: 

ΣΧΗΜΑ 1 
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ΣΧΗΜΑ 2: Αύξηση ορίου λήψης απόφασης       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ΣΧΗΜΑ 3: Μείωση ορίου λήψης απόφασης 
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