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INTRODUÇÃO

Anticorpos são proteínas produzidas pelos
vertebrados em resposta à exposição a
estruturas estranhas – os antígenos.

Antígenos são substâncias reconhecidas
pelos anticorpos.



Cadeia leve

Cadeia pesada

Região variável

Região constante

Região Fc

Região Fab



Região hipervariável

Região de Determinação de 
Complementariedade (CDR)



Local de ligação do Antígeno

Determinante ou 
epítopo

Metabólitos intermediários, açúcares, 
lipídios, hormônios, e macromoléculas 

tais como carboidratos complexos, 
fosfolipídios, ácidos nucleicos e proteínas.



Classes de anticorpos:

IgA, IgD, IgE, IgG, IgM



O método de ELISA foi desenvolvido em 

1971 por Engvall e Perlmann.

O ELISA é uma técnica de ensaio em placa projetada para 
detectar e quantificar peptídeos, proteínas, anticorpos e 

hormônios. 
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x 
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Pré-experimento

Transporte, recebimento e 
alicotagem das amostras

Padronização de identificação 
e armazenamento

Disponibilidade e 
restrição de acesso

Mapa de localização das 
amostras na placa



Procedimento – ELISA heterogêneo (Euroimmun)

2. Microplaca de 96 poços 
com antígenos ou anticorpos 

imobilizados.

3. Incubação

1. Tampão de amostra + 
amostra (100:1)



Procedimento – ELISA heterogêneo (Euroimmun)

5. Adição do conjugado 
enzimático + incubação

4. Primeira lavagem

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



Procedimento – ELISA heterogêneo (Euroimmun)

7. Adição do substrato 
cromógeno + incubação

6. Segunda lavagem

P-nitrofenil-fosfato, 5-ácido 
aminossalicílico e ortofenilenodiamina.



Procedimento – ELISA heterogêneo (Euroimmun)

9. Leitura (400 – 600 nm)

8. Adição da substância de 
paradaX

X X
NaOH, HCl ou H2SO4



Resultados

Cut-off 1
Cut-off 2 = M M M - 10% M + 10%

Neg PosInd



Tipos de ELISA

Direto Indireto

Competição Sanduíche



Possíveis erros

1. Uso de kits de empresas diferentes no
mesmo estudo;

2. Ensaio de precisão;
3. Erro de equipe inexperiente;
4. Kits no limite máximo do prazo de

validade;
5. Degradação de reagentes, erros em

equipamentos e pipetagem;
6. Contato manual no fundo da microplaca

sem luvas ou com luvas inapropriadas;
7. Adaptações por falta de materiais;
8. Aerossóis e bolhas de ar;
9. Amostras com impurezas e

armazenamento;
10. Cálculo incorreto dos resultados de abs,

Cut-offs muito discrepantes.


