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A szerológia fogalma (ismétlés)
• A vérszérum és más testnedvek laboratóriumi vizsgálata, a gyakorlatban elsősorban az 

azokban található antitestek kimutatását értik alatta.

• Emlékeztek?

– Vérplazma: alvadásgátolt vér felülúszója

– Vérszérum: alvadt vér felülúszója

• Ezek is antigén-antitest reakción alapulnak (mindkettő kimutatható).

• Milyen módszerek tartoznak ide?

– Precipitáción alapulók (lásd múlt heti anyagot)

– Agglutináción alapulók (lásd múlt heti anyagot)

– Immunoassay vizsgálatok (ELISA, ELISPOT, radioimmunoassay)

– Immunoblot technikák (Western blot, Dot blot)

– Indirekt immunfluoreszcens mikroszkópia

• Főbb klinikai felhasználás:

– Fertőző betegségek diagnosztikája (pl. a kórokozók ellen termelt antitestek kimutatása)

– Autoimmun betegségek diagnosztikája (kóros autoantitestek kimutatása)

– Immunhiányos állapotok diagnosztikája (antitestek szintjeinek mérése)

– Vércsoport meghatározás



Indirekt ELISA gyakorlat



ELISA alapok I.

Befogó anti-„A” antitest

96 lyukú ELISA lemez

Kimutatandó  
„A” antigén

Biotinált anti-
„A” antitest

HRP-kötött streptavidin

Kromogén+szubsztrát

Színreakció

• ELISA = Enzyme-Linked Immunosorbent Assay[1.] (enzimhez kapcsolt 
immunoszorbens vizsgálat)

• Példa az ELISA működési elvére (ún. sandwich ELISA, lásd következő diákon):

Kvantitatív vizsgálat, a színreakció
erősségéből meghatározható az
antigén pontos koncentrációja!



ELISA alapok II.

• Antigén-antitest reakción alapul, mindkettő kimutatható.[2.]

• Érzékenyítés: Az egyiket szilárd fázishoz kötik.

• Telítés: Nem-specifikus kötőhelyek blokkolása.

• A kimutatni kívánt antitest/antigén oldott formában van. (pl. szérum)

• A befogó antitest/antigén megköti az oldatból a kimutatandó fehérjét, kötött
immunkomplex képződik.

• A nem-kötődött fehérjéket mosással eltávolítják.

• A képződő immunkomplexet egy vagy több lépésben, enzimatikus reakcióval teszik
láthatóvá.

• A színreakciót adó kromogének oldható végterméket formálnak és egyenletesen
eloszlanak az oldatban.

• Ismert koncentrációjú standardok segítségével az oldat fényelnyeléséből
kiszámítható a vizsgált anyag pontos koncentrációja. → Kvantitatív vizsgálat!



Az ELISA működési elve (indirekt ELISA)

+ kromogén
és szubsztrát

mosás+ jelölt anti-humán
antitest

mosás+ minta
(pl. humán szérum)

érzékenyítés

színreakció



ELISA esetén a színreakciót adó
kromogén oldható végterméket
kell, hogy adjon. A színes
végtermék egyenletesen eloszlik
az oldatban, megváltoztatva
annak fényelnyelését, melyet az
ELISA olvasó lyukanként
megmér.[2.]

Immunhisztokémia, illetve
blottolás esetén (pl. Western
blot) fordítva, oldhatatlan
végtermékre van szükség, hogy
ne diffundáljon el a reakció
helyétől és ott detektálják, ahol
az antigén-antitest reakció
létrejött.
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Alkalikus 
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p-nitrofenil-foszfát (pNPP)

Nitro blue tetrazolium (NBT)

Fast Red
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Főbb ELISA típusok

Direkt ELISA Indirekt ELISA Sandwich ELISA

Jelölt elsődleges antitest
Jelöletlen elsődleges 

antitest

Jelölt másodlagos antitest

Befogó antitest

Jelöletlen elsődleges 
antitest

Jelölt másodlagos antitestKromogén + szubsztrát

Kromogén + szubsztrát

Kromogén + szubsztrát

A befogó és az elsődleges
antitest ugyanazon antigén
eltérő epitópjait ismerik fel!

Olcsóbb, nő a jelerősség.Drága, alacsony jelerősség.



Direkt ELISA

1. Kinyert „A” antigént kikötik a lemezre.
2. Enzim-jelölt anti-„A” antitesttel kimutatják az antigént.[3.]

kromogén + szubsztrát

színreakció

enzim

Elsődleges anti-„A” 
antitest

Kikötött „A” antigén

Előny:
• Gyors

Hátrány:
• Drága (jelölt elsődleges antitest
szükséges hozzá)
• Alacsony a jelerősség, mert pl.
a szérumban található fehérjék a
kikötés során versenyeznek
egymással, a vizsgált fehérjéből
kis mennyiség kötődik ki.
(Megoldás: Sandwich ELISA)



Indirekt ELISA

enzim

kromogén + 
szubsztrát

színes végtermék

jelölt anti-humán
antitest

humán anti-„A” 
antitest a mintában

„A” antigén kikötve 
a lemezhez

Felhasználás: Antitestek kimutatása
a mintában, pl.:
• Hibridóma felülúszó tesztelése[4.]

• Antigén-specifikus antitestek
vizsgálata testfolyadékokból (pl.
szérum autoantitestek mérése
autoimmun betegségekben,
részletesen lásd később)



Sandwich ELISA

enzim

kromogén + 
szubsztrát

színes végtermék

lemezhez kötött „befogó” 
anti-„A” antitest

„A” antigén a mintában

jelölt anti-„A” antitest

Felhasználás: Antigén specifikus
kimutatása a mintában.
Pl.:
• Citokinek
• Tumormarkerek
• Hormonok
• Stb.
Feltétele: A befogó és a detektáló
antitest ugyanazon antigén eltérő
epitópjait ismerjék fel.



Kompetíciós ELISA

színreakció
antigén a 
mintában

jelölt 
antigén

verseny a 
kötőhelyekért

+ kromogén és 
szubsztrát

értékelés

Felhasználás: Antigén kimutatása valamilyen mintában.
Elve:
1. Anti-„A” antitest kikötése a lemezhez.
2. A vizsgált mintához ismert mennyiségű enzim-jelölt „A” antigént adnak.
3. A mintában található jelöletlen „A” antigén versenyez a hozzáadott jelölt „A”-val a

befogó antitest kötőhelyeiért.
4. A nem kötődött antigént kimossák.
5. A színreakció intenzitása fordítottan arányos a mintában található antigén

koncentrációjával. (Minél kevesebb volt a mintában, annál több enzim-jelölt
antigén tudott hozzákapcsolódni az antitestekhez.)



ELISA értékelése I.
Ismert koncentrációjú standard sor készítése:
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Kalibrációs görbe a standardok alapján:

Egy ELISA olvasó, mely megméri az egyes 
lyukakban a fényelnyelést (abszorbancia).



ELISA értékelése II.
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X
Mért minta

Egy rutin ELISA lelet 
(rheumatoid faktor meghatározás)

A mintában mért fényelnyelési értéket
ráillesztik a kalibrációs görbére és leolvassák
a pontos koncentrációt.

Kalibrációs görbe:



AZ ELISA jelentősége

• Orvosi diagnosztika:

– Autoimmun kórképek diagnosztikája[5.] (autoantitestek kimutatása
testfolyadékokból, részletesen lásd később)

– Fertőző betegségek diagnosztikája[6, 7.] (kórokozó antigénjeinek vagy az ellenük
termelt antitestek kimutatása, pl. HIV elleni antitestek kimutatása HIV szűrésnél)

– Specifikus szérumfehérjék koncentrációinak meghatározása, pl. CRP,
hormonok[8.] (β-hCG, TSH, stb.) citokinek, tumormarkerek[9, 10.] (pl. AFP, PSA,
CEA, stb.)

• Ipari felhasználás:

– Táplálékallergének kimutatása az élelmiszerekben[11, 12.] (pl. glutén, mogyoró,
tejfehérje, stb.)

– Mérgezést okozó toxinok kimutatása élelmiszerekben[13.]

– Hibridómák antitest termelésének tesztelése[4.]

– Bizonyos ipari szennyezőanyagok kimutatása ipari hulladékokban, felszíni
vizekben[14.]

• Kutatás



ELISPOT
ELISPOT vizsgálat[15.]
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1. Az antigént termelő sejtek
inkubálása az antigénre
specifikus befogó antitesttel.

2. Sejtek kimosása 3. Biotinált antitest 
hozzáadása

4. Enzim-jelölt streptavidin
hozzáadása

5. Kromogén hozzáadása

6. Az antigén termelés helyén
kicsapódó színes végtermék.

befogó antitest

vizsgált antigén

biotinált antitest

enzim-jelölt streptavidin
színes végtermék
kromogén

Sejtek antigén termelésének
vizsgálatára alkalmas módszer.
Pl.:
Citokin termelés vizsgálata.



IFNγ termelés vizsgálata T-sejtekben

Interferon-gamma (IFNγ) termelés vizsgálata ELISPOT módszerrel. A sejtek ki lettek
helyezve a lemezre, az általuk termelt IFNγ-át a lemezhez kötött befogó antitestek
megkötötték, melyet enzimatikus reakcióval tettek láthatóvá. Az anti-CD3 antitesttel
stimulált T-sejtek aktiválódtak és jelentős mennyiségben termeltek IFNγ-át.

anti-CD3 kezelt T-sejtek:kezeletlen T-sejtek:

0 pötty („spot”) 760 pötty



Dot blot

Membrán (PVDF 
vagy nitrocellulóz)

Két minta összehasonlítása különböző
fehérjékre nézve dot bloton.

Minta betöltő

Vákuumos szívó

1. Antigént tartalmazó minta felcseppentése
szilárd hordozóra (membrán).

2. A hordozón rögzült antigént jelölt antitesttel
mutatják ki, vagy színes végterméket adó
kromogénnel, vagy kemilumineszcens módon
(lásd később).
Felhasználás: Meghatározott fehérje
specifikus kimutatása kevert fehérjemintában.



Western blot[16.]

Fehérje oldat

1. Méret szerinti elválasztás 
(elektroforézis)

2. Elválasztott fehérjék átvitele 
szilárd hordozóra (blottolás)

3. Vizsgált antigén jelölése 
specifikus antitesttel

4. Vizsgált antigén kimutatása kemilumineszcens
vagy fluoreszcens előhívással



Előhívás

Fény

A luminol kemilumineszcens reakciója:

A kötődött antitestek többféleképpen is láthatóvá tehetők, a leggyakoribb módszerek[17.]:
• Kemilumineszcens reakció
• Fluoreszcens előhívás Fény

Luminol
Oxidált luminol

H2O2

HRP

Jelölt másodlagos antitest

Elsődleges antitest

Antigén

Membrán



Példák

EGFR

Foszforilált EGFR

Szummázott

AFP és a GADPH (mennyiségi kontroll) együttes előhívása kemilumineszcens technikával:

EGFR foszforiláció vizsgálata fluoreszcens Western blottal:



A Western blot jelentősége

• Mire jó?

– Egy kevert fehérjemintában specifikusan mutat ki meghatározott
fehérjéket, melyek méretét is megadja, emellett szemikvantitatív.

– Immunprecipitációval alkalmas fehérje-fehérje kapcsolatok kimutatására.

– Alkalmas funkcionális vizsgálatokra, pl. fehérje foszforiláció detektálására.

• Kutatásban az egyik legelterjedtebb fehérjevizsgáló módszer.

• Klinikai gyakorlatban limitált a felhasználása, mert nehezen
standardizálható.[18.]

• Példák a diagnosztikus felhasználásra:

– Egyes fertőző betegségek gyanújának megerősítése, pl.:

• Lyme-kór[19.]

• BSE (Bovine spongiform encephalopathy, „kergemarha-kór”)[20.]

• HIV szűrés során a pozitív ELISA lelet megerősítése.[21.]



Indirekt immunfluoreszcens mikroszkópia, 
mint szerológiai vizsgálómódszer

• Fluoreszcens mikroszkópia leírása → lásd 4. gyakorlat

• Felhasználás: Autoimmun kórképek diagnosztikája (részletesen lásd később)

• Lényeg: A beteg szérumát valamilyen sejttenyészethez vagy szövethez adják hozzá,
mellyel egyes kóros autoantitestek reagálnak. A kikötődött humán autoantitesteket
fluoreszcensen jelölt anti-humán ellenanyagokkal teszik láthatóvá.

Autoantitest a beteg 
szérumában

Sejt/szövet

Jelölt anti-humán
antitest

Mikroszkópia

Kettősszálú DNS (dsDNS) elleni antitestek
kimutatása sejttenyészeten.[22.]



Indirekt immunfluoreszcencia példa

Endomysium-ellenes autoantitest (EMA) kimutatása lisztérzékeny beteg
szérumából majom nyelőcsövön. A nyelőcső metszetet először a beteg szérumával
inkubálták, majd fluoreszcensen jelölt (FITC) anti-humán ellenanyaggal kezelték.[23.]



A szerológiai módszerek érzékenysége

Módszer Becsült érzékenység
(µg fehérje/ml minta)

Precipitáció folyadékokban 20-200

Ouchterlony-féle kettős 
immundiffúzió

20-200

Immunelektroforézis 20-200

Mancini-féle radiális 
immundiffúzió

10-50

Rakéta immunelektrofézis 2

Immunfluoreszcencia 1

Direkt agglutináció 0,3

Passzív agglutináció 0,006-0,06

ELISA 0,0001-0,01
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