
Antijen antikor reaksiyonlarýný gösterebilmek
için enzim kullanýlan tüm tekniklere genel olarak
enzim immunotest (enzyme immunoassay, EIA)
denir. Enzimle iþaretli immuno reaktiflere dayalý bu
testler, mikrobiyoloji taný laboratuvarlarýnda
oldukça önemli bir yere sahiptir. Radyoimmüno-
testler (RIA) EIA'den daha önce kullanýlmaya
baþlanmýþ, ancak iþaretleme için I125 gibi kýsa ömür-
lü izotoplarýn kullanýlmasý, toplum saðlýðý ve çev-
reye zararlý radyoaktif madde kullanýmý, RIA'in en-
dokrinoloji laboratuvarlarýnda kullanýmý ile sýnýrlý
kalmasýna neden olmuþtur. Mikrobiyoloji alanýnda
immünfloresan (IF) teknikleri RIA'dan daha yaygýn
bir kullaným alaný bulmuþtur. Ancak IF
tekniklerinin uygulanmasýnda iyi eðitilmiþ eleman
gereksinimi ve sonuçlarýn yorumlanmasýnýn sub-
jektif olmasý bu tekniklerin de yaygýn kullanýmýný
engellemektedir. ELISA sistemleri 1960'larda ra-
dioimmunoassay yöntemlerine alternatif aranýrken

bulunmuþtur. EIA'de kullanýlan reaktiflerin uzun
ömürlü olmalarý, atýk maddeleri ile ilgili radyasyon
tehlikesi olmamasý, basit testler olmasý ve otoma-
tize edilebilmesi diðer iki tekniðe olan üstünlük-
leridir. Daha önemlisi laboratuvarlara çok fazla
sayýda örnekle çalýþma olanaðý verdiði gibi analiz-
lerin kýsa sürede sonuçlanmasý gibi üstünlükleri de
vardýr.

EIA diye isimlendirilen yöntemler, homojen ve
heterojen olmak üzere iki çeþittir. Homojen
tekniklerde, enzim bir hapten ile konjuge haldedir.
Tekniðin esasý, bu konjugatýn antikor ile reaksiyona
girmesi halinde enzim aktivitesinin baþlamasýna
dayanýr. Ancak bu tekniðin düþük moleküler aðýr-
lýklý maddeler kullanma zorunluluðunun bulun-
masý, pahalý ve zahmetli olmasý gibi dezavantajlarý
vardýr. Bu nedenlerden dolayý fazla sýk kullanýl-
mazlar (1).

Mikrobiyolojide kullanýlan enzim im-
munotestler heterojen yöntemlerdir. Heterojen
EIA'de baðlý olan ve olmayan reaktifler birbirinden
yýkama iþlemi ile fiziksel olarak ayrýlýrlar. Enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA), heterojen
EIA'e örnektir. ELISA'da bir enzimle konjuge
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edilmiþ antikor (veya antijen), substratý ile reaksi-
yona girerek renkli bir ürün oluþturur (Þekil 1).
ELISA testleri antijeni veya antikoru (sýnýfa özgül
antikor da olabilir) ölçmek için kullanýlabilir (1-
11).

ELISA kompleks bir teknik olmamasýna rað-
men bu teknikte birçok deðiþken kontrol edilme-
lidir. Katý faz, yýkama iþlemleri, kullanýlan enzim
ve substratlarýn seçimi ve etkinliði, reaksiyonlarýn

sonlandýrýlma zamaný, kontrol edilmesi gereken
deðiþkenlerdir. Katý faz olarak çoðunlukla mikrotit-
rasyon plaklarý þeklinde plastik kullanýlmaktadýr.
Polistren mikrotitrasyon çukurcuklarýndan baþka,
plastik boncuklar, ferröz boncuklar ve nitrosellüloz
membran da solid materyal olarak kullanýlabilir
(11,12). ELISA'da kullanýlan enzimler kinetikleri
ve konjuge edilme dereceleri açýsýndan iyi taným-
lanmýþ enzimlerdir. Bunlar peroksidaz, alkalen fos-

Þekil 1. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) (10).
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fataz, beta-galaktozidaz gibi substratlarý renkli
ürünlere çevirebilme yeteneðinde olan enzimlerdir.
Bu renkli ürünler standart spektrofotometrede oku-
tulabilir. Beta-galaktozidaz kullanýlmýþsa florimet-
rede okunmalýdýr. Substratlar genellikle alkalen
fosfataz için nitrofenil fosfat, peroksidaz için or-
tofenilendiamindir (1-5, 8).

Genel olarak 6 farklý ELISA protokolünden
bahsedilebilir (Tablo 1) (5): Yarýþmacý olan (kom-
petetif) ve olmayan ELISA testleri vardýr.
Yarýþmacý ELISA genellikle antijen varlýðýný
göstermek için kullanýlýr. Aranan antijene özgül
antikor katý faza baðlanmýþtýr. Enzimle iþaretli an-
tijen ve test edilecek antijen (klinik örnek) katý
fazdaki antikora ayný zamanda eklenir ve her iki
antijenin de antikordaki baðlanma bölgeleri için
yarýþmasý amacýyla inkübe edilir. Ýnkübasyondan
sonra yýkanarak baðlanmamýþ antijenler uzak-

laþtýrýlýr, ve enzim substratý konarak inkübe edilir.
Baðlanmýþ enzim substratla reaksiyona girerek
renk oluþturur, spektrofotometrede absorbans
okunur. Substratýn hidroliz miktarý, örnekteki an-
tijen miktarý ile ters orantýlýdýr. Yani sonuçta renk
deðiþikliði olmazsa bu klinik örnekte antijen var-
lýðýný gösterir (2,3,5-7).

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarýnda yarýþ-
macý olmayan ELISA daha sýk kullanýlmaktadýr.
Yarýþmacý olmayan ELISA sandviç tekniði antijeni
saptar. Antikor katý faza baðlanmýþtýr. Bunun üzeri-
ne antijen içeren vücut sývýsý konur. Ýnkübasyon ve
yýkama iþleminden sonra enzimle iþaretli antikor
eklenir. Ýnkübasyon ve yýkama iþleminden sonra
özgül kromojenik enzim substratý eklenir. Baðlý en-
zim substratla reaksiyona girerek renk deðiþikliðine
neden olur. Bu renk deðiþikliði antijen varlýðýnýn
kanýtýdýr (2-5).

Tablo 1. ELISA protokolleri (5)

ELISA protokolü Kullanýmlarý Gerekli kimyasallar Yorumlar

Ýndirekt Antikor aramada Antijen saf veya yarý saf: Önceden varolan spesifik antikorlarýn
antikor içeren test solüsyonu; kullanýmýna gerek duyulmaz; relatif
immünize örneklerde Ig'i olarak fazla miktarda antijen gerektirir.
baðlayan enzim konjugatý

Direkt kompetetif Antijen aramada; Antijen saf veya yarý saf; antijen Sadece iki basamaktan oluþan hýzlý test;
(yarýþmacý) çözünür antijeni içeren test solüsyonu; spesifik antijen antijenik çapraz reaksiyonu ölçmede

saptamada için enzim-antikor konjugatý çok kullanýþlý

Antikor-sandviç Antijen aramada; Antikor yakalama (capture) En hassas antijen testi; relatif olarak
yöntemi çözünür antijeni (saf veya yarý saf spesifik antikor); fazla miktarlarda saf veya yarý saf

saptamada antijen içeren test solüsyonu, antijen antikor gerektirir (antikor yakalama)
için spesifik enzim-antikor konjugatý

Çift antikor- Antikor arama Antikor yakalama (capture) Saflaþtýrýlmýþ antijen gerektirmez;
sandviç yöntemi (immünize örneklerde Ig için spesifik); beþ basamaklý relatif olarak uzun bir

antijen içeren test solüsyonu, antijen testtir.
için spesifik enzim-antikor konjugatý

Direkt hücresel Antijen ekspresse Ýlgili antijeni ekspresse eden hücreler; Fazla miktarda taramalarda hassas bir
yöntem eden hücrelerin hücresel antijen için spesifik enzim- testtir; heterojen karýþýk hücre

aranmasýnda; antikor konjugatý gruplarýnda hassas deðildir.
hücresel antijen
ekspresyonunun
ölçülmesi

Ýndirekt hücresel Hücresel antijenlere Ýmmünizasyonda kullanýlan hücreler, Düþük miktarda ekspresse edilen
yöntem karþý oluþan antikor içeren test solüsyonlarý; hücresel antijenler için spesifik

antikorlarýn immünize örneklerde Ig baðlayan antikorlarý saptayamayabilir.
aranmasýnda enzim konjugatý
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Yarýþmacý olmayan ELISA antikor varlýðýný
saptamak üzere de kullanýlýr. Bu yöntemde katý faza
antijen baðlanmýþtýr. Test edilecek serum eklenir,
serumda antijene özgül antikor varsa antijen an-
tikor kompleksi oluþacaktýr. Yýkamadan sonra en-
zimle iþaretli antiglobulin konur. Ýnkübasyon ve
yýkamadan sonra substrat eklenir. Özgül antikor
varsa enzimle iþaretli antiglobuline baðlanacak ve
substrat hidrolize olacaktýr. Her iki yöntemde de
absorbans miktarý mevcut antijen veya antikorun
miktarýyla doðru orantýlýdýr (2-5, 13).

ELISA yöntemlerinde de bazý modifikasyonlar
yapýlabilir. En çarpýcý olan ''capture'' yakalama test-
leridir. Yakalama testleri de antikor ve antijen sap-
tanmasýnda kullanýlýr. Antijen saptama için kul-
lanýlan yakalama testinde katý faza poliklonal veya
monoklonal antikor baðlanýr. Enzimle iþaretli an-
tikor da poli veya monoklonal olabilir. Monoklonal

antikorlarýn sadece bir epitopa baðlandýðý
düþünülürse, poliklonal antikorlar antijenin farklý
formlarýný saptamada daha güvenilir antikorlardýr
(2, 5, 11, 14, 15).

ELISA plaklarý hazýrlanýrken, antijen
aranacaksa antijene özgül antikor veya antikor
aranacaksa antikora özgül antijen katý faza (plastik
çukur veya boncuða) baðlanmalýdýr. Plaklarýn kap-
lanma iþlemi, 2 saat 37oC'de ya da bir gece oda
ýsýsýnda veya +4oC'de bekletildikten sonra yýkama
yapýlarak gerçekleþtirilir. Ýnkübasyonlar ise 1-2
saat 37oC'de yapýlýr (16).

Antijen ve antikor arama ayrý ayrý ele alýnacak
olursa, antijen arama için kullanýlan yöntemler:

* Direkt ELISA (sandviç yöntemi); araþtýrýla-
cak antijene özgü antikor, solid faza baðlanýr.
Antijen araþtýrýlacak materyal ile birlikte inkübe

Þekil 2. Çeþitli ELISA yöntemleri (6).
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edilir. Üzerine enzim baðlanmýþ özgül antikor ek-
lenir. Ýncelenmekte olan materyalde antijen var
ise,katý faza baðlanmýþtýr. Buna baðlanmýþ olan en-
zimli antikorun enzimi, substrat eklenince kendi
substratýna etkili olarak renk oluþur (4, 5, 17) (Þekil
2).

* Direkt ELISA tek basamaklý sandviç yönte-
mi; direkt ELISA'dan farký, katý fazda yapýþýk özgül
antikorun üzerine ayný anda antijen aranmakta olan
materyal ile enzim baðlantýlý antikor eklenir (4,5).

* Ýndirekt ELISA ; katý faza yapýþmýþ özgül an-
tikora daha önce bir süre inkübe edilmiþ antijen
aranacak materyal ve özgül antikor karýþýmý ek-
lenir. Ancak bu ikinci antikorun, katý fazda yapýþýk
antikorun elde edilmiþ olduðu hayvan türünden
farklý bir hayvan türünden elde edilmiþ olmasý
gerekir. Eðer incelenen materyalde uygun antijen
varsa, bir yandan serbest antikora diðer yandan da
katý fazdaki antikora baðlanýr; eklenen enzimli
antiglobulin yýkama ile gitmez. Enzime uygun kro-
mojen substrat eklenince renk oluþur (4,5) (Þekil
2).

* Kompetitif ELISA yöntemi, katý faza
yapýþmýþ özgül antikorun üzerine antijen aranacak
olan materyal eklenir. Ýnkübasyondan sonra, enzim
baðlanmýþ özgül antijen, takiben substrat eklenir.
Ýncelenen materyalde antijen varsa, katý fazdaki an-
tikora baðlanmýþtýr, enzimli antijen yapýþamayacaðý
için, yýkama ile uzaklaþýr; substrat eklenince renk
oluþmaz (3-5) (Þekil 2).

Antikor arama amacýyla kullanýlan yöntemler:

* Ýndirekt yöntem (katý faz sandviç yöntemi);
bilinen antijenin katý faza adsorbsiyonundan sonra,
antikor aranan hasta serumu ile inkübe edilir.
Antijen-antikor kompleksinin gösterilebilmesi için,
enzim ile konjuge insan antiglobulini eklenir.
Antikor baðlanmýþsa enzimli antiglobulin de
baðlanýr; uygun enzim substratý eklenince renk
oluþur (4, 5) (Þekil 2).

* Sandviç inhibisyon yöntemi; serbest antijen
hasta serumu ile karýþtýrýlýp bir süre inkübe edilir.
Hasta serumunda antikor varsa antijene baðlanarak
onu bloke edecektir. Bu karýþým katý fazdaki özgül
antikorun üzerine eklenir.  Ýnkübasyondan sonra
sýrasýyla, enzim baðlanmýþ özgül antikor ve kromo-
jen substrat eklenir. Hasta serumunda antikor varsa
serbest antijen ile bloke olmuþ olduðundan solid

fazdaki antikora baðlanmaz. Bu durumda eklenen
enzimli antikor da baðlanmayacaðýndan substrattan
renk oluþmaz (4,5) (Þekil 2).

* Kompetitif ELISA yöntemi; katý faza baðlan-
mýþ antijenin üzerine önce antikor aranmakta olan
hasta serumu, takiben enzimle iþaretli özgül antikor
ve kromojen substrat eklenir. Hasta serumunda an-
tikor varsa, enzimle iþaretli antikora göre daha ak-
tif olduðundan, yarýþma sonucu solid fazdaki anti-
jene baðlanmýþtýr. Enzimli antikor baðlanamayýp
yýkama ile uzaklaþtýðý için substrat eklendiðinde
renk oluþmaz (2-5) (Þekil 2).

ELISA yönteminin birçok uygulama alaný
vardýr: TORCH (Toxoplasma gondii, rubella, CMV,
HSV) ajanlarýna özgül IgG ve IgM antikorlarý sap-
tanmaktadýr (18, 19). Legionella pneumophila,
Mycoplasma pneumoniae, Treponema pallidum,
Chlamydia trachomatis, Rickettsia, Neisseria gon-
orrhoeae, Mycobacterium türleri ve Brucella tür-
lerinin serolojik tanýlarýnda baþarýyla kullanýlmýþtýr
(20-22). Hepatit viruslarýna (Hepatit A, B, C, D ve
E) karþý oluþan özgül antikorlar, HIV, RSV ve diðer
birçok virüs hastalýðýnda antijen antikor iliþkisi bu
yöntemle saptanabilir (1, 8, 23-25). ELISA-antikor
testleri, hepatit viruslarý, kýzamýk virusu, kýza-
mýkçýk virusu, CMV, Rota virus ve Arbo viruslarýn
sebep olduðu viral hastalýklarda da, epidemiyolojik
deðerlendirmeler yapýlabilmesi açýsýndan da deðer-
lidir (1, 8, 26, 27). Paraziter hastalýklarda da ELISA
yöntemi geniþ bir kullaným alanýna sahiptir. Antijen
aranmasýnda kullanýlan ELISA tetkikleri, daha çok
endokrinoloji sahasýnda geliþmiþtir (1, 28).

Günümüzde ELISA yöntemi daha geliþmiþ sis-
temler içinde yer almaktadýr. Araþtýrýlacak etkenin
DNA'sýnýn PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile
çoðaltýlmasý ve elde edilen PCR ürününe özgü
problarla kaplý mikrokuyucuklarda hibridizasyonu
takiben ELISA'ya benzer þekilde kolorimetrik reak-
siyon ile deðerlendirme yapýlmasý tanýsý konacak
viral hastalýkta yalancý pozitif sonuçlarýn minimu-
ma indirilmesi bakýmýndan çok yararlýdýr (29, 30).
Örneðin, Hepatit C virus tanýsý için geliþtirilen
ticari bir HCV PCR kiti olan "Amplicor HCV",
ELISA ile HCV'ye karþý antikor pozitifliði saptanan
olgularda HCV viremisinin gösterilmesinde önem-
lidir (31, 32, 33), ancak bu yöntem de halen stan-
dardizasyon sorunu yaþamaktadýr (33).
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Amplifikasyon ürününün ELISA sistemi ile
gösterilmesine dayalý bir baþka geliþtirilen teknik
dallanmýþ DNA'dýr. Amplifikasyon tekniklerinden
belirli bir þekilde farklý olan dallanmýþ DNA
(branched DNA) tekniðinde hedef nükleik asit
çoðaltýlmamaktadýr; bunun yerine reaksiyonun du-
yarlýlýðý sinyal amplifikasyonu ile saðlanýr. bDNA
tekniði enfeksiyöz hastalýklarýn deðerlendiril-
mesinde kullanýlýr. HIV-1, HCV ve HBV'nin sap-
tanmasý ve kantitatif olarak deðerlendirilmesi için
ELISA sistemini esas alan geliþtirilmiþ kitler bu-
lunmaktadýr (29).

ELISA teknikleri, antijen ve antikor saptamak
için tüm dünyada yaygýn olarak kullanýlmaktadýr.
Birçok laboratuvar enfeksiyon hastalýklarýnýn tanýsý
veya endokrinoloji sahasýnda kendi amaçlarýna
yönelik ELISA sistemleri geliþtirmiþtir; ancak bu
tekniklerin uluslararasý standardizasyonu ve
geçerliliði tam olarak gerçekleþmemiþtir. Hýzlý ve
kolay yöntemler olan ELISA tekniklerinin
güvenirliliðini arttýrmak için, ELISA protokol-
lerinin ve testlerde kullanýlan kimyasal maddelerin
uluslararasý standardizasyonu gerekmektedir.
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