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Princip: Elisa, znamd také jako EIA je analytickd metoda, kterd pomoci imunochemické reakce
s enzymatickou detekci umoznuje stanovit v neznamém vzorku koncentraci antigenu nebo protilatky.
Indikdatorem imunoanalytické metody je enzymovy konjugat. Podle povahy substratu je mozné reakce
detekovat spektrofotometricky, nefelometricky, fluorometricky a luminometricky.

Lze ji rozdélit na pfimou, nepfimou, heterogenni (vyZadujici separaci volné a vazané frakce analytu)
nebo homogenni (nevyZadujici separaci). Heterogenni ELISA m(Ze byt kompetitivni (se znacenou
protildtkou nebo se znaCenym antigenem) nebo nekompetitivni ( se znacenou protilatkou)
tzv.sandwich.

ELISA vyuZiva dvou zakladnich vlastnosti imunoglobulini. Za prvé je to schopnost vazat se na povrch
plastl (napf.polystyrenu) a vdruhém pripadé schopnost vazat enzymy na Fc fragmenty
imunoglobulinovych molekul.

Reakce probiha tak, Ze protilatka je navazand na pevnou fazi a po kompetitivni reakci s antigenem se
v neznamém vzorku ustavi rovnovaha. Nenavazany konjugat je odstranén z reakéni smési promytim a
konjugat vazany na pevné fazi je inkubovan s enzymovym substratem a zméren.

Pti nespecifické reakci se antigen zakotvi pomoci adsorpce na povrch desticky, pfi specifické se antigen
zachyti na jinou protilatku, specifickou pro dany antigen. Po imobilizaci antigenu se prida detekéni
protilatka a ta vytvori komplex s antigenem. Detekéni protilatka je vétsinou kovalentné vazana na
enzym, nejcastéji peroxiddzu nebo alkalickou fosfatazu.

Uplatnéni metody: Je uZitecnad pro stanoveni bud’ protilatky proti konkrétnimu patogenu nebo se
detekuji pfimo prionové, virové, bakterialni a parazitalni antigeny, kdy antigen lze detekovat v séru,
tkanich, mozkomisnim moku, stolici a slinach. PouzZivaji se i ke stanoveni cytokinl, detekci marker(
virovych ¢i mikrobialnich Ciniteld.

Uskali metody:
Pokud provadime tuto metodu bez automatizace musime dbdt na dodrZovani ¢asu promyti a inkubace
a je potfeba vyménovat Spicku po kazdém pipetovani, jinak by doslo ke kontaminaci vzorkd.

P¥istrojové vybaveni: Zakladnim vybavenim pro ELISA metody je tzv. ELISA-reader. Je to modifikovany
spektrofotometr, ktery umoznuje méreni barevné reakce pfi riznych vinovych délkach a je upraveny
na moznost odecitani z mikrotitracnich desticek. V soucasné dobé se v laboratofi pracuje spiSe s ELISA
procesory, které obsahuji pipetovaci blok na fedéni vzork( a jejich aplikaci do mikrotitracnich desticek,
pridavani vlastnich reagencii, blok pro promyvani, inkubaci a odecitani véetné vyhodnoceni. Tyto
systémy jsou bud’ reagencni oteviené, to znamend, Ze je mozné v nich zpracovavat soupravy od
raznych vyrobcl, anebo jsou reagencni uzaviené — mozné zpracovat pouze jednim vyrobcem.

Odbér a transport: Pro vySetfeni vzorku musime odebrat 5-8 ml séra do zkumavky s gelem bez
antikoagulacni ptisady. Po odbéru nechame krev stat po dobu 30-60 minut v pokojové teploté a odere
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se vysrazeny krevni kolac. Poté se vzorek odstfedi na 5 minut pfi 4000 otackach za minutu. Separované
sérum ddvame do prazdné zkumavky.

Transport by mél byt co nejrychlejsi, nejlépe 20 minut po odbéru, aby se krev stihla srazit v misté
odbéru.
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