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* kvantitativni stanoveni analytu v neznameém vzorku
* ma vysokou citlivost a specificitu

* ELISA patfi do skupiny metod EIA (enzyme immunoassay),
ktere pouzivaji enzym ke znaceni protilatky (nebo antigenu)

- Jeden z imunoreaktanty je zakotveny na pevnou fazi
(immunosorbent), zpravidla stény jamek mikrotitracni
nzyme- inked desticky

mmuno orbent - Jeden z imunoreaktantU je znaceny enzymem (Enzyme-

ssay linked)

* enzym po pridani substratu do reakcni smeési katalyzuje
reakci, na jejimz konci je barevny produkt vhodny
k fotometricke detekci

* heterogenni imunochemické stanoveni - vyzaduji separaci
volne a vazane frakce




Pro spravne provedeni ELISA techniky:

- antigen nebo protilatka musi byt navazan na povrch
nosiCe bez ztraty imunoreaktivity

- stabilita enzym0 a také imunologicka reaktivita
konjugatu (komplex AbAg) musi byt béhem reakce
stabilni

ELISA techniky

- aktivita enzymu, ktere jsou pouzity pfi znackovani, se
nemuze prirozené vyskytovat v analyzovanych
biologickych tekutinach




Detekce

protilatky




Detekce

antigenu




* Protilatkovy konjugat proti:
- urcité tride Ig

KO nj Ugéty - Jinému epitopu antigenu

- konjugovany s enzymem

* musi byt stabilni
Enzymy - struktura enzymu musi umoznit vytvoreni kovalentnivazby s
v 7 . k protilatkou ¢i antigenem
pOUZIVa ne Ke * Produkt enzymoveé reakce musi byt snadno detekovatelny i ve
Zna(\feni velmi nizkych koncentracich

- Kfenova peroxidaza, alkalicka fosfataza, ...




- plati zde nepfima Umeéra: ¢im vyssi koncentrace analytu

-----

Kompetitivni
ELISA znaceného antigenu)

NekOmpetltlvnl * nejvice pouzivana ELISA metoda
(SendVi(\vaa’) - plati zde pfima Uméra: cim vyssi koncentrace analytu, tim vyssi

intenzita zbarveni.
ELISA




* ELISA metody maji Sirokeé uplatnéni ve zdravotnickych
laboratorich hlavné v imunologii a infekcni mikrobiologii (mené
v biochemii nebo hematologii), kde se pouzivaji pro stanoveni
napr. infekcnich agens nebo protilatek

* Nejcastéji jsou analyzovany vzorky séra, likvoru

Vyuziti ELISA Vyhody:

- jsou citlivé a specificke

metod

* maji nizké porizovaci naklady na technickou instrumentaci

Nevyhody:

- analyza vzorkU pouze v sériich
* Casova narocnost

* manualni pipetovani




- Provadi se ve specialnich
nadobkach usporadanych do
tzv. mikrotitracnich desticek.

- Kazda desticka obsahuje 96
jamek usporadanych ve 12
radach po 8 jamkach.

Technicka

Instrumentace
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Promyvani:
- osmikanalové pipety

- automatické ELISA promyvacky

Technicka

Pokud to metoda vyzaduje, Ize béhem inkubace mikrotitracni

inStrumentace desticku umistit do trepacky.

Detekce:
- spektrofotometry - ELISA readry




Soucasti vertikalniho fotometru:

- zdroj zareni: nejcastéji pouziva halogenova zarovka nebo xenonova
vybojka.

* Interferencni filtry: jsou umistény v posuvném drzaku filtrd,obvykle
se pouziva 6 filtr0 (pro A 400-800 nm).

- Opticky systém: se sklada g optickych kabeld (svétlovodice), Stérbin a
zrcadel pro vedeni svételneho paprsku ze zdroje do optickeho
prostredi (jamka mikrotitracni desticky).

ELISA reader

- Detektor: pouzivaji se fotodiody.

(spektrofotometr)

Rychlost méreni je 5s (cela mikrotitracni desticka — 96 jamek).

- Kalibracni krivka: Vztah mezi zmérenym signalem (absorpci) a
koncentraci se urcuje kalibraci. Obvykle se zméfi absorbance 6-ti
standardnich roztokd o znamé vzrUstajici koncentraci a blank (slepy
pokus, obsahuje vse kromé stanovovane latky) pri urcité vinové délce.




ELISA

automaticka
linka

Automaticka linka provadi:

automatické pipetovani vzorkU, reagencii,
kalibrator0 a kontrol pomoci pipetovaciho
systému

Ma zabudovanou ctecku caroveho koduy,
coz umoznuje automatickou identifikaci
pacientskych vzorkd.

Linka ma obvykle 3-4 mista pro umisténi
mikrotitracnich desticek.

Dale sestava z inkubatoru (misto pro
inkubaci vzorkd), promyvacky a readeru
mikrotitracnich desticek.

Transport desticek mezi jednotlivymi
castmi  provadi pomoci robotického
ramene.

Systém provadi automatické redéni vzorkd
a je opatfen softwarem pro automatické
vyhodnoceni méreni.




ELISA

automaticka
linka

Vyhody:
- Cteni carovych kodu
(zabranéni zameény mezi
vzorky)

* presnost pipetovani vzorku a
reagencii

- vysoka kapacita pristroje

Nevyhody:

* vySSi spotreba pouzivanych
reagencii




Priklad:
vysetreni

protilatek IgM
protiTTG
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Dekuji za

POzornost




