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Princip: ELISA (z anglického Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) je analytickd metoda, kterd
pomoci imunochemické reakce s enzymatickou detekci umoznuje stanoveni rdznych antigenl nebo
protilatek. Tato metoda ma fadu variant, avSak vSechny jsou zaloZeny na stejném principu — reakci
antigenu s protilatkou.

Nezndmé mnozstvi antigenu v pacientském séru je imobilizovano na pevném nosici, polystyrénové
mikrotitracni destic¢ce, bud nespecificky nebo specificky. Pfi 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 ptida detekéni protildtka a ta vytvori komplex s
antigenem. Detek¢ni protilatka je vétSinou kovalentné vdzana na enzym, nejcastéji peroxiddzu nebo
alkalickou fosfatdazu.

Mezi kaidym krokem byva desticka promyta cisticim roztokem, ktery odplavi vSechny proteiny
(protilatky), které se specificky nenavazaly. Po poslednim promyvacim kroku se do mikrotitracni
desticky pfida enzymaticky substrat, ktery vyvola viditelné zbarveni. Intenzita zbarveni koreluje s
koncentraci prokazovanych protilatek nebo antigenu. Poté se zabarveni odecitd spektrofotometricky.

Uplatnéni metody: ProtoZe se ELISA vyuZivd ke kvantitativnhimu vyhodnoceni antigend nebo
pritomnosti protilatky ve vzorku, md mnoho vyuziti. Je to uzitecnd metoda pro stanoveni nizkych
koncentraci sérovych protilatek, které jsou pod detekéni mezi nefelometrickych metod. Tato metoda
také slouzi ke stanoveni cytokinu, detekci marker( virovych ¢i mikrobialnich Ciniteld.

Uskali metody: Pokud se tato metoda provadi bez automatizace, jde o velice precizni a ¢asové
naro¢nou metodu, kdy se musi dodrZovat ¢asy promyti i inkubace, jinak by mohlo dojit ke
znehodnoceni vzorku. Také je potfeba dodrZovat vyménu Spicek po kazdém pipetovani, protoze je
zde velké riziko kontaminace vzorkd.

Pristrojové vybaveni: V soucasné dobé vétSina laboratofi vyuZivd ELISA procesory, které jsou
reagencné oteviené, coz znamena, Ze je v nich moZné zpracovani souprav od riznych vyrobcd. Tyto
ELISA procesory obsahuji pipetovaci blok, kde dochazi k fedéni vzork( a jejich naslednému pipetovani
do mikrotitracnich desticek, blok pro promyvani i inkubaci nebo pridavani reagencii. ELISA procesor
také sam odecita a vyhodnocuje vysledky.

V mensich laboratofich se mlZeme setkat pouze s tzv. ELISA-readrem. Je to upraveny
spektrofotometr, ktery umoznuje méreni barevné reakce pfi riznych vinovych délkach c¢i odeditani z
mikrotitracnich desticek.

Odbér a transport: Pro vysetfeni vzorku touto metodou je nutné odebrat 5 - 8 ml séra do zkumavky s
gelem bez antikoagulaéni pfisady. Po odbéru se krev necha cca 30 - 60 minut stat v pokojové teploté
a odebere se vysrazeny krevni kolac. Poté nasleduje odstfedovani vzorku na 5 minut pfi 4 000
otackach za 1 minutu. Vysledné separované sérum se dava do prazdné zkumavky.

Transport do laboratofe by mél byt rychly, nejlépe vSak 20 minut po odbéru, aby se krev srazila v
misté odbéru.
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