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INTRODUCAO

//

Anticorpos sao proteinas produzidas pelos
vertebrados em resposta a exposicao a
estruturas estranhas — os antigenos.

Antigenos sao substancias reconhecidas
pelos anticorpos.




Cadeia pesada
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Regido variavel

Regido constante Regiao Fab

Cadeia leve

Regiao Fc



Regiao hipervariavel

Regiao de Determinagao de
Complementariedade (CDR)



Local de ligagcao do Antigeno

Metabolitos intermediarios, acucares,
lipidios, hormonios, e macromoléculas
tais como carboidratos complexos,
fosfolipidios, acidos nucleicos e proteinas.



Classes de anticorpos:

IgA, IgD, IgE, IgG, IgM

TITULO DE ANTICORPOS DURANTE UMA INFECCAO

IgG
igM

Titulo de anticorpos

Tempo

Infeccdo aguda Fase de convalescenca Reativacdo



ELISA

O método de ELISA foi desenvolvido em

1971 por Engvall e PerImann.

O ELISA é uma técnica de ensaio em placa projetada para
detectar e quantificar peptideos, proteinas, anticorpos e
hormonios.

Homogéneo

Ag + AC <> AgAC X

Heterogénio



Pré-experimento

Transporte, recebimento e
alicotagem das amostras

Mapa de localizacao das
amostras na placa

Padronizacao de identificacao
e armazenamento

_

Disponibilidade e
restricao de acesso



Procedimento - ELISA heterogéneo (Euroimmun)

1. Tampao de amostra +
amostra (100:1)
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2. Microplaca de 96 pocos
com antigenos ou anticorpos
imobilizados.

3. Incubacao
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Procedimento - ELISA heterogéneo (Euroimmun)

4. Primeira lavagem

5. Adicao do conjugado
enzimatico + incubacdo

B-galactosidase, glicose-oxidase,
peroxidase e fosfatase alcalina.




Procedimento - ELISA heterogéneo (Euroimmun)

6. Segunda lavagem
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7. Adicao do substrato
cromoégeno + incubacao

P-nitrofenil-fosfato, 5-acido
aminossalicilico e ortofenilenodiamina.



Procedimento - ELISA heterogéneo (Euroimmun)

8. Adicao da substancia de
parada
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NaOH, HCl ou H,SO,

9. Leitura (400 — 600 nm)




Resultados
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LOTE: E171023BM
’W e o :
DATA: 01/11/2019 CUT-OFF:

virus ELISA IgM
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10.

Possiveis erros

Uso de kits de empresas diferentes no
mesmo estudo;

Ensaio de precisao;

Erro de equipe inexperiente;

Kits no limite maximo do prazo de
validade;

Degradacao de reagentes, erros em
equipamentos e pipetagem;

Contato manual no fundo da microplaca
sem luvas ou com luvas inapropriadas;
AdaptacoOes por falta de materiais;
Aerossois e bolhas de ar;

Amostras com impurezas e
armazenamento;

Calculo incorreto dos resultados de abs,
Cut-offs muito discrepantes.




