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INTRODUCCION AL ELISA

10 grupos de estudiantes

1. OBJETIVO DEL EXPERIMENTO

El objetivo de este experimento es aportar a los estudiantes el conocimiento y
metodologia de la técnica del ELISA.

2. COMPONENTES para 10 grupos de estudiantes

COMPONENTES CONSERVACION
A Tampon Reconstituciéon Antigeno Nevera
B Antigeno Suero (liofilizado) Nevera
C 10X PBST (Tampén de Lavado) Nevera
D Anticuerpo Primario (liofilizado) Nevera
E Anticuerpo Secundario (liofilizado) Nevera
F Substrato ABTS Nevera
G Acido Aminosalicilico (co-substarto peroxido) Nevera
H Peroxido de Hidrogenoestabilizado Nevera

Guardar los siguientes componentes a temperatura ambiente:

Placas de microtitulacién

Pipetas de transferencia

Tubos de microcentrifuga con tapa a presion de 1.5 ml
Tubos coénicos de 15 ml

ESTA PRACTICA NO CONTIENE COMPONENTES PREPARADOS A PARTIR DE
FUENTES HUMANAS.

Todos los componentes del experimento estan destinados Unicamente a la investigacion
educativa. No se deben utilizar con fines diagnosticos o farmacoldgicos, ni administrarse
0 consumirse por seres humanos o animales.

2.1 Material requerido y no suministrado

Agua destilada

Vasos.

Estufa de cultivo 37°C.

Micropipetas automaticas (5-50 ul) y puntas.
Guantes de laboratorio.

Gafas de proteccion.




Se deben asegurar que la cristaleria esté limpia, seca y libre de residuos de jabon. Para
mayor comodidad, se pueden comprar pipetas de transferencia desechables adicionales
para los pasos de lavado y eliminacion de liquidos.

3. INTRODUCCION

Principios de la técnica de ELISA

Duranteuna infeccidon,un individuopresentauna respuesta de anticuerposque
eventualmente resultaen la produccionde moléculas delgGen el plasmaque se unen
adiversas partes delagente infeccioso.Siestos anticuerposestan presentesen la
muestra,se unirana los antigenosadsorbidosenlos pocillos de una microplaca
ypermaneceran allidespués del lavado,yseran detectados porla técnica deELISA.

Todos los anticuerpospertenecen aun grupo deproteinas  séricasconocidas
comoglobulinas.Cada anticuerpose compone deuna cadena de polipéptidopesada y
ligera.Engeneral, los anticuerposse producen enrespuesta a la presenciade una respuesta
antigénica.

Los anticuerposobtenidos a partir deanimales, tales comoconejos,enrespuesta a un
antigenose conocen como anticuerpospoliclonales.Los anticuerpos policlonalesson
heterogéneosen estructura yvarian en sucapacidad para unirse aantigenos.Los
anticuerpos quetienenuna alta afinidad porlos antigenosno especificospueden
darreacciones cruzadasno deseadas. Tales anticuerpostambién puedendar resultados
falsos negativos. Por el contrario, los anticuerpos con constantes de uniéndébilespueden
no ser tansensibles.

Los test de ELISA (acronimo del inglésEnzyme-LinkedImmunoSorbentAssay: ‘ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas’) fueron desarrollados originalmentepara la
medicionde  anticuerpos, pero también se hanadaptado para detectarcon
éxitomuestrasque contienenantigenos.Este experimento de ELISAha sido
disefiadopara detectarun anticuerpo dirigido contraun antigeno.
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El ELISA tradicional requiere dos anticuerpos. Un anticuerpo, llamado primario, reconoce
el antigeno de interés. Por ejemplo, un ELISA que detecta el virus del VIH usaria un
anticuerpo que reconoce una de las proteinas de la cubierta del virus. El anticuerpo
secundario reconoce el anticuerpo primario: si un conejo produce nuestro anticuerpo
primario, usariamos un anticuerpo secundario que reconozca los anticuerpos de conejo.
El anticuerpo secundario esta unido covalentemente a una enzima llamada peroxidasa de


http://es.wikipedia.org/wiki/Idioma_inglés

rabano picante (HRP) que nos permite detectar la presencia del complejo anticuerpo-
antigeno . HRP tiene una alta actividad catalitica, lo que nos permite detectar
rapidamente incluso la menor cantidad de antigeno.

Para realizar un ELISA, las muestras experimentales se agregan a los pocillos y se
permite que los antigenos se adsorban a los pocillos durante una breve incubacién
(Figura B). Los ELISA se realizan en placas de microtitulacion de plastico transparente,
que permiten a los cientificos visualizar facilmente los resultados. Después de la
incubacion, los pocillos se lavan brevemente, para eliminar cualquier muestra no unida, y
el anticuerpo primario se agrega a cada pocillo. Si el antigeno estad presente, el
anticuerpo primario se unird a él y permanecera unido después del lavado. A
continuacion, se agrega un anticuerpo secundario y solo se adherird cuando el anticuerpo
primario ya se haya unido. Finalmente, se agrega un sustrato a cada pocillo; si el
anticuerpo secundario estd presente, la enzima HRP catalizara una reaccion
colorimétrica.

Este experimento demuestra la necesidad de cada componente en el ELISA. Por ejemplo,
los pocillos a los que les falta el antigeno o el anticuerpo primario no podran unirse al
anticuerpo secundario y, por lo tanto, mostraran un resultado negativo. Ademas, los
estudiantes examinaran las diferencias colorimétricas entre dos sustratos de peroxidasa.
El sustrato 1 (S1) contiene perdéxido de hidrogeno y acido aminosalicilico, mientras
que el sustrato 2 (S2) contiene peroxido de hidréogeno y acido 2,2'-azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico), o ABTS. Durante el paso final del ELISA, la enzima
peroxidasa convierte el peroxido de hidrogeno en H20 y 02, utilizando el sustrato como
donante de hidrogeno. El salicilato oxidado es marron, mientras que el ABTS
oxidado se vuelve verde. Ambos sustratos se pueden distinguir facilmente del sustrato
incoloro sin reaccionar en los pocillos negativos.

4, DESCRIPCION DEL EXPERIMENTO

El objetivo de este experimento es aportar a los estudiantes el conocimiento y
metodologia de la técnica del ELISA.

Este experimento demuestra dos conceptos importantes .El primero es el efecto de la
ausencia del antigeno o el anticuerpo primario que resulta en la interrupcién de la
reaccion de ELISA. El segundo es la demostracion de que el sustrato utilizado por la
enzima unida al anticuerpo secundario puede resultar en diferentes colores positivos.

4.1 Precauciones

1. Se deben usar gafas de proteccién y guantes de laboratorio mientras se trabaja de
forma habitual.

2. NO PIPETEAR CON LA BOCA, utilizar los dispositivos adecuados.

3. Extremar las precauciones cuando se trabajan con equipos que utilizan conjuntamente
calor y mezcla de reactivos.

4. Lavarse las manos con jabén y agua después de haber trabajado en el laboratorio o
utilizado reactivos o materiales bioldgicos.



4.2 LIBRETA DE LABORATORIO:.

Registrar en una libreta de laboratorio o en una hoja de trabajo separada la siguiente
informacién.

Antes de iniciar la practica:

¢ Leer atentamente la introduccion y el protocolo. Utilizar esta informacion para formular
una hipétesis para este experimento.

¢ Predecir los resultados de su experimento.

Durante la practica:
¢ Registrar (dibujar) las observaciones o fotografiar los resultados.

Después de la practica:

e Formular una explicacion a partir de los resultados.

¢ Determinar qué se podria cambiar en el experimento si se repitiera.

¢ Escribir una nueva hipétesis que reflejaria los cambios del punto anterior.

5. PRACTICA

REALIZANDO EL ELISA

1. LABEL the microtiter plate. 2. LABEL the transfer pipets. 3. ADD 3 drops Ag to 4. INCUBATE microtiter
rows 2,3, and 4, plate at room temp.
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1. ETIQUETAR los pocillos de la placa de microtitulacion como se muestra.

2. Si no usa una micropipeta de volumen ajustable, ETIQUITAR las pipetas de
transferencia como se describe a continuacién. Estas 10 pipetas se usaran para agregar y
eliminar liquido de los pocillos.

(PBS) Solucién tamponada con fosfato
(Ag) Antigeno de suero

(1°AB) Anticuerpo primario

(2°AB) Anticuerpo secundario



(S1) Sustrato 1
(S2) Sustrato 2
(Filal) Se utiliza para eliminar muestras de la fila 1
(Fila2) Se utiliza para eliminar muestras de la fila 2
(Fila3) Se utiliza para eliminar muestras de la fila 3
(Fila4) Se utiliza para eliminar muestras de la fila 4

3. Usando la pipeta de transferencia "Ag" o una micropipeta, ANADIR 3 gotas o 50 pL
de Antigeno (Ag) a todos los pocillos en las filas 2, 3 y 4. No afiadir antigeno a los
pocillos en la fila 1.

4. INCUBAR la placa a temperatura ambiente durante 5 minutos.

5. Usando la pipeta "Ag", RETIRAR todo el liquido de los pocillos.

6. Usando la pipeta de transferencia "PBS" LAVAR cada pocillo agregando 1x PBST buffer
hasta que los pocillos estén casi llenos (~ 200 pL). No permita que el tampdn se derrame
a los pozos adyacentes.

7. RETIRAR todo el liquido 1x PBST buffer de los pocillos usando la pipeta de
transferencia designada para cada fila.

8. REPETIR los pasos 6 y 7 para lavar los pocillos una vez mas.

WASH each well
9, 40D 3 drops 1°AB 10, weoremooiter 11, revovea eapusng 12, e
to rows 1,2, and 4. plate at room temp. pipet for each row. Remove. Repeat.
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13. ADD 3 drops 2°AB 14. INCUBATE microtiter l S » REMOVE all 2°AB using 16. with 1 PBST buffer.
to each well, plate at room temp. pipet for each row. Remove. Repeat.

9. Usando la pipeta de transferencia "1° AB" o una micropipeta, ANADIR 3 gotas o 50
ML del anticuerpo primario a los pocillos en las filas 1, 2 y 4. No afadir el anticuerpo
primario a los pocillos fila 3

10. INCUBAR la placa a temperatura ambiente durante 5 minutos.

11. Usando la pipeta de transferencia etiquetada para cada fila, RETIRAR todos los
anticuerpos primarios de cada pocillo.

12. LAVAR cada pocillo dos veces con tampon PBST fresco 1x. Entre lavados RETIRAR



todo el 1x PBST de los pocillos usando la pipeta de transferencia designado para cada
fila.

PUNTO DE PARADA OPCIONAL: Para el almacenamiento durante la noche, AGREGAR
200 pL de 1x PBST a cada pocillo. Cubrir cuidadosamente las muestras y colocar la placa
en la nevera. El experimento debe reanudarse durante el préximo periodo de laboratorio.
Retirar el 1x PBST y continuar con el Paso 13.

13. Usando la pipeta de transferencia marcada "2°AB" o una micropipeta, ANADIR 3
gotas o 50 pL del anticuerpo secundario a cada pocillo.

14. INCUBAR la placa a temperatura ambiente durante 5 minutos.

15. Usando la pipeta de transferencia etiquetada para cada fila, RETIRAR todos los
anticuerpos secundarios de cada pocillo.

16. LAVAR cada pocillo dos veces con tampon 1x PBST fresco. Entre lavados QUITAR

todo el 1x PBST de los pocillos usando la pipeta de transferencia designado para cada
fila.

17. ADD 3 drops S1 18. ADD 3 drops 52 19. INCUBATE microtiter 20. ANALYZE plate for

to rows 1 and 2. to rows 3 and 4. plate at room temp. color changes.
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17. Usando la pipeta de transferencia etiquetada "S1" o una micropipeta, AGREGAR 3
gotas o 50 pL de sustrato 1 a las filas 1 y 2.

18. Usando la pipeta de transferencia etiquetada "S2" o una micropipeta, AGREGAR 3
gotas o 50 pL de sustrato 2 a las filas 3 y 4.

19. INCUBAR la placa a temperatura ambiente durante 5 minutos.
20. ANALIZAR inmediatamente la placa para detectar cambios de color en los sustratos.

Si el color no estd completamente desarrollado, se puede dejar por un periodo de tiempo
mas largo.

5. PREGUNTAS DE LA PRACTICA

1. ¢Qué es el ELISA? Describa el propédsito de cada componente utilizado en un ELISA.

2. ¢Cual es el efecto de no incluir el antigeno o el anticuerpo primario en la reacciéon
ELISA?

3. ¢Por qué es importante lavar todos los pocillos entre las adiciones de los distintos
componentes?

4. ¢Se pueden detectar los acidos nucleicos mediante el formato ELISA?



6. GUIA DEL PROFESOR

6.1 Preparaciones y consideraciones previas

DESCRIPCION GENERAL DE LA PREPARACION PRELABORATORIO DEL PROFESOR:

Esta seccion describe las preparaciones previas recomendadas y el tiempo aproximado
requerido para completar cada actividad previa.

Qué hacer Cuando Tiempo
Dividir placa de microtitulacion Antes de la clase 5 min.
Preparacion de alicuotas y Hasta 1 semana antes de la .
) - 30 min.
reactivos practica
Preparaciéon Substrato 1 Durante la practica (15-20 min. .
e . L, 10 min.
antes de la ultima incubacién)
Preparacion anticuerpo secundario El dia de la practica 10 min.

NOTA: Si se preparan y dividen los reactivos en alicuotas con anticipacion, se deben

almacenar todos los reactivos a 4°C.

Las preparaciones previas puede realizarlas el profesor o realizarse como otra clase a

realizar por los alumnos.
PREPARACIONES PRELABORATORIO

A) PREPARACIONES ANTES DEL DIiA DE LA PRACTICA
Preparacion de la placa de microtitulacion:

1. Como se muestra en la figura a continuacion, orientar la placa de microtitulacion de
modo que los nimeros 1-12 estén en la parte superior y las letras A-H estén a la

izquierda.

2. Cortar cada placa por las lineas punteadas como se muestra en la figura. Cada pieza
contendra 3 pocillos en un eje y 4 pocillos en el otro eje. Cada grupo de laboratorio

recibird una pieza.
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B) PREPARACIONES DE REACTIVOS EL DIiA DE LA PRACTICA

Preparacion Antigeno de Suero

1. Transferir 7 ml de tampén de reconstituciéon de antigeno (A) a un tubo cénico de 15
ml. Etiquete el tubo "Antigeno".

2. Retirar con cuidado el tapén del vial de antigeno de suero liofilizado (B) y transferir
aproximadamente 0,5 ml del tampon de reconstitucion de antigeno del tubo en el paso 1.
Cerrar el tapdn y agitar suavemente el vial de vidrio para mezclar

3. Transferir todo el contenido del antigeno de suero reconstituido al tubo de 15 ml del
paso 1. Mezclar bien.

4. Etiquetar 10 tubos de microcentrifuga "Ag" y dispensar 0.6 mL por tubo.

Preparacion 1x PBST Tampon de Lavado

1. Agregar todo el 10x PBST (C) a 180 ml de agua destilada y mezclar bien. Etiquetar
como "1xPBST".

2. Dispensar 16 ml en vasos pequefios para cada grupo de laboratorio.

3. Guardar el 1xPBST restante para la preparacién de los anticuerpos primario y
secundario y el sustrato 1.

Preparacion Anticuerpo Primario

1. Transferir 7 ml de 1xPBST a un tubo cénico de 15 ml. Etiquetar el tubo "1°AB".

2. Retirar con cuidado el tapon del vial de anticuerpo primario liofilizado (D) y transferir
aproximadamente 0,5 ml de PBST del tubo en el paso 1. Cerrar el tapéon y agitar
suavemente el vial de vidrio para mezclar.

3. Transferir todo el contenido del Anticuerpo primario reconstituido al tubo de 15 ml del
paso 1. Mezclar bien.

4. Etiquetar 10 tubos de microcentrifuga "1°AB" y dispense 0.6 mL por tubo.

Preparacion Anticuerpo Secundario
NOTA: Se debe preparar el mismo dia que sea necesario para el experimento.

1. Transferir 6.5 ml de 1xPBST a un tubo conico de 15 ml. Etiquetar el tubo "2°AB".

2. Retirar con cuidado el tapdn del vial de Anticuerpo Secundario liofilizado (E) y
transferir aproximadamente 0,5 ml de PBST del tubo del paso 1. Cerrar el tapon y agitar
suavemente el vial de vidrio para mezclar.

3. Transferir todo el contenido del anticuerpo secundario reconstituido al tubo de 15 ml
del paso 1. Mezclar bien.

4. Etiquetar 10 tubos de microcentrifuga "2°AB" y dispensar 0.6 ml por tubo.

Preparacion del sustrato ABTS

1. Etiquetar 10 tubos de microcentrifuga con "S2" para el sustrato 2.
2. Dispensar 0,5 ml de sustrato ABTS (F) en los tubos etiquetados.



C) PREPARACION DURANTE LA PRACTICA

Preparacion Substrato de acido aminosalcilico
NOTA: Se debe preparar DURANTE la practica, 15-20 minutos antes de que sea
necesario.

1. Dispense 9 ml de 1x PBST en un tubo cénico de 15 ml.

2. Agregar el acido aminosalicilico (G) al PBST. Tapar y mezclar bien agitando y/o
agitando en voértex. Puede quedar material no disuelto en el tubo.

3. Agregar 1 ml de perdxido de hidrégeno (H). Tapar y mezclar bien.

4. Dispensar 0,5 ml de sustrato de acido aminosalicilico preparado en tubos de
microcentrifuga. Etiquete los tubos como "S1" para sustrato 1.

Cada grupo de estudiantes de laboratorio debe recibir:

1 placa de microtitulacion (3 x 4 pocillos)

1 tubo de microcentrifuga que contiene 0,6 ml de antigeno

1 tubo de microcentrifuga que contiene 0,6 ml de anticuerpo primario

1 tubo de microcentrifuga que contiene 0,6 ml de anticuerpo secundario

1 tubo de microcentrifuga que contiene 0,5 ml de sustrato 1 (acido aminosalicilico)
1 tubo de microcentrifuga que contiene 0,5 ml de sustrato 2 (ABTS)

10 pipetas de transferencia

1 vaso de precipitados que contiene 16 mL 1X PBST

1 vaso de precipitados vacio para residuos

CADA GRUPO DE TRABAJO RECIBIRA LOS SIGUIENTES COMPONENTES

placa de microtitulacion (3 x 4 pocillos)

tubo de microcentrifuga que contiene 0,6 ml de antigeno

tubo de microcentrifuga que contiene 0,6 ml de anticuerpo primario

tubo de microcentrifuga que contiene 0,6 ml de anticuerpo secundario

e e

Micropipeta automatica con puntas (si se dispone)

10 Pipetas de transferencia

1 vaso de precipitados que contiene 16 ml 1x PBST

1 Vaso vacio marcado como “residuos”

1 tubo de microcentrifuga que contiene 0,5 ml de sustrato 1 (acido
aminosalicilico)

1 tubo de microcentrifuga que contiene 0,5 ml de sustrato 2 (ABTS)

7. EVITAR ERRORES COMUNES

1. Se debe recomendar a los estudiantes que tengan mucho cuidado al transferir

soluciones dentro y fuera de los pocillos de la placa de microtitulacion.

2. Utilizar Unicamente pipetas limpias o debidamente etiquetadas.

3. No intentar vaciar los pocillos de microtitulacién agitandolos. Esto no funcionard; dara

como resultado la contaminacion de los pozos adyacentes.

4. Lavar los pocillos suave y lentamente, sin forzar.



8. RESULTADOS DE LA PRACTICA

Row 1

Row 3

Row 4

El color aparece sélo en las lineas 2 y 4. En la linea 2 aparecera un color marron y en la
linea 4 aparecera de color verde. En las lineas 1 y 3 no habra color, ya que en ambas no
se han puesto algun ingrediente critico para la técnica del ELISA.
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