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Ozet

Summary

ELISA terimi, antijen antikor reaksiyonlarini géstere-
bilmek i¢in enzim kullanilan tiim teknikleri icerir. Farkli labo-
ratuvarlarda uygulanabilen ¢ok ¢esitli ELISA sistemleri ve
kimyasal maddeler bulunmaktadir. Bu derlemede, kullanilan
belli basli ELISA protokolleri ve uygulama ydntemleri ozetlen-
meye ¢alisilmigtir.
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The term 'ELISA' encompasses all techniques in which
enzymes are used to label antigen antibody reactions. The
many different forms of ELISA systems and reagents can be
used in distinct laboratories. In this review, generally used
main ELISA protocols and application methods are tried to be
summarized.
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Antijen antikor reaksiyonlarin1 gdsterebilmek
icin enzim kullanilan tiim tekniklere genel olarak
enzim immunotest (enzyme immunoassay, EIA)
denir. Enzimle igaretli immuno reaktiflere dayali bu
testler, mikrobiyoloji tani1 laboratuvarlarinda
olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Radyoimmiino-
testler (RIA) EIA'den daha once kullanilmaya
baglanmis, ancak isaretleme igin I'2> gibi kisa dmiir-
1 izotoplarin kullanilmasi, toplum sagligi ve cev-
reye zararl radyoaktif madde kullanimi, RIA'in en-
dokrinoloji laboratuvarlarinda kullanimi ile smirli
kalmasina neden olmustur. Mikrobiyoloji alaninda
immiinfloresan (IF) teknikleri RIA'dan daha yaygin
bir kullaniom alant bulmustur. Ancak IF
tekniklerinin uygulanmasinda iyi egitilmis eleman
gereksinimi ve sonuglarin yorumlanmasinin sub-
jektif olmas1 bu tekniklerin de yaygin kullanimim
engellemektedir. ELISA sistemleri 1960'larda ra-
dioimmunoassay yontemlerine alternatif aranirken
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bulunmustur. EIA'de kullanilan reaktiflerin uzun
Oomiirlii olmalar, atik maddeleri ile ilgili radyasyon
tehlikesi olmamasi, basit testler olmasi ve otoma-
tize edilebilmesi diger iki teknige olan iistiinliik-
leridir. Daha Onemlisi laboratuvarlara c¢ok fazla
sayida ornekle galisma olanagi verdigi gibi analiz-
lerin kisa siirede sonuglanmasi gibi istiinliikleri de
vardir.

EIA diye isimlendirilen yontemler, homojen ve
heterojen olmak ftizere iki ¢esittir. Homojen
tekniklerde, enzim bir hapten ile konjuge haldedir.
Teknigin esasi, bu konjugatin antikor ile reaksiyona
girmesi halinde enzim aktivitesinin baslamasina
dayanir. Ancak bu teknigin diisiik molekiiler agir-
likli maddeler kullanma zorunlulugunun bulun-
masi, pahali ve zahmetli olmas1 gibi dezavantajlar
vardir. Bu nedenlerden dolay:1 fazla sik kullamil-
mazlar (1).

Mikrobiyolojide kullanilan enzim im-
munotestler heterojen ydntemlerdir. Heterojen
EIA'de bagl olan ve olmayan reaktifler birbirinden
yikama iglemi ile fiziksel olarak ayrilirlar. Enzyme
linked immunosorbent assay (ELISA), heterojen
EIA'e oOrnektir. ELISA'da bir enzimle konjuge
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1)Kuyucuklarin antijenle
kaplanmasi
2)Yikama

3)Antikorun eklenmesi
4)Yikama

5)Enzimle isaretli ikincil
antkorun eklenmesi
6)Yikama

7)Kromojenin eklenmesi
8)Renk degisikliginin dl¢iilmesi
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Enzimle isaretli ikincil antikor

edilmis antikor (veya antijen), substrati ile reaksi-
yona girerek renkli bir liriin olusturur (Sekil 1).
ELISA testleri antijeni veya antikoru (smifa 6zgiil
antikor da olabilir) 6l¢gmek i¢in kullanilabilir (1-
11).

ELISA kompleks bir teknik olmamasina rag-
men bu teknikte bircok degisken kontrol edilme-
lidir. Kat1 faz, yikama iglemleri, kullanilan enzim
ve substratlarin se¢imi ve etkinligi, reaksiyonlarin
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sonlandirilma zamani, kontrol edilmesi gereken
degiskenlerdir. Kat1 faz olarak ¢ogunlukla mikrotit-
rasyon plaklar1 seklinde plastik kullanilmaktadir.
Polistren mikrotitrasyon g¢ukurcuklarindan bagka,
plastik boncuklar, ferrdz boncuklar ve nitroselliiloz
membran da solid materyal olarak kullanilabilir
(11,12). ELISA'da kullanilan enzimler kinetikleri
ve konjuge edilme dereceleri agisindan iyi tanim-
lanmis enzimlerdir. Bunlar peroksidaz, alkalen fos-
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Tablo 1. ELISA protokolleri (5)

ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA) SISTEMLERI

ELISA protokolii Kullanimlar1 Gerekli kimyasallar Yorumlar

Indirekt Antikor aramada Antijen saf veya yari saf: Onceden varolan spesifik antikorlarin
antikor igeren test soliisyonu; kullanimina gerek duyulmaz; relatif
immiinize drneklerde Ig'i olarak fazla miktarda antijen gerektirir.
baglayan enzim konjugati

Direkt kompetetif Antijen aramada; Antijen saf veya yari saf; antijen Sadece iki basamaktan olusan hizli test;

(yarismaci) ¢Oziiniir antijeni iceren test soliisyonu; spesifik antijen  antijenik ¢apraz reaksiyonu dlgmede

saptamada

Antikor-sandvig Antijen aramada;

yontemi ¢Oziiniir antijeni
saptamada
Cift antikor- Antikor arama

sandvi¢ yontemi

Direkt hiicresel
yontem

Antijen ekspresse
eden hiicrelerin
aranmasinda;
hiicresel antijen
ekspresyonunun
6lgiilmesi

Indirekt hiicresel
yontem

Hiicresel antijenlere
kars1 olusan
antikorlarin
aranmasinda

icin enzim-antikor konjugati

Antikor yakalama (capture)

(saf veya yari saf spesifik antikor);
antijen igeren test soliisyonu, antijen
icin spesifik enzim-antikor konjugati

Antikor yakalama (capture)

(immiinize 6rneklerde Ig igin spesifik);
antijen igeren test soliisyonu, antijen
icin spesifik enzim-antikor konjugati

Ilgili antijeni ekspresse eden hiicreler;
hiicresel antijen igin spesifik enzim-
antikor konjugati

Immiinizasyonda kullanilan hiicreler,
antikor iceren test soliisyonlari;
immiinize drneklerde Ig baglayan
enzim konjugati

¢ok kullanigh

En hassas antijen testi; relatif olarak
fazla miktarlarda saf veya yari saf
antikor gerektirir (antikor yakalama)

Saflastirilmis antijen gerektirmez;
bes basamakli relatif olarak uzun bir
testtir.

Fazla miktarda taramalarda hassas bir
testtir; heterojen karigik hiicre
gruplarinda hassas degildir.

Diisiik miktarda ekspresse edilen
hiicresel antijenler i¢in spesifik
antikorlar1 saptayamayabilir.

fataz, beta-galaktozidaz gibi substratlar1 renkli
iirlinlere ¢evirebilme yeteneginde olan enzimlerdir.
Bu renkli tirlinler standart spektrofotometrede oku-
tulabilir. Beta-galaktozidaz kullanilmigsa florimet-
rede okunmalidir. Substratlar genellikle alkalen
fosfataz i¢in nitrofenil fosfat, peroksidaz igin or-
tofenilendiamindir (1-5, 8).

Genel olarak 6 farkli ELISA protokoliinden
bahsedilebilir (Tablo 1) (5): Yarigmaci olan (kom-
petetif) ve olmayan ELISA testleri vardir.
Yarigmacit ELISA genellikle antijen varligini
gostermek icin kullanilir. Aranan antijene 6zgiil
antikor kat1 faza baglanmistir. Enzimle isaretli an-
tijen ve test edilecek antijen (klinik 6rnek) kati
fazdaki antikora ayni zamanda eklenir ve her iki
antijenin de antikordaki baglanma bdlgeleri i¢in
yarigmasi amaciyla inkiibe edilir. Inkiibasyondan
sonra yikanarak baglanmamis antijenler uzak-
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lastirilir, ve enzim substrati konarak inkiibe edilir.
Baglanmis enzim substratla reaksiyona girerek
renk olusturur, spektrofotometrede absorbans
okunur. Substratin hidroliz miktari, 6rnekteki an-
tijen miktar1 ile ters orantilidir. Yani sonugta renk
degisikligi olmazsa bu klinik 6rnekte antijen var-
liginm1 gosterir (2,3,5-7).

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda yaris-
maci olmayan ELISA daha sik kullanilmaktadir.
Yarismaci olmayan ELISA sandvi¢ teknigi antijeni
saptar. Antikor kat1 faza baglanmistir. Bunun {izeri-
ne antijen igeren viicut stvis1 konur. Inkiibasyon ve
yikama isleminden sonra enzimle isaretli antikor
eklenir. Inkiibasyon ve yikama isleminden sonra
0zgiil kromojenik enzim substrati eklenir. Bagli en-
zim substratla reaksiyona girerek renk degisikligine
neden olur. Bu renk degisikligi antijen varliginin
kanitidir (2-5).
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Yikama

Antijenle kaph kuyucuk Ozgil antikorun eklenmesi

2) Sandvig¢ ELISA

Antikorla kaph kuyucuk

JKompetetif ELISA

Antikor ve Antijenin
inkiibe edilmesi
(Antijen-Antikor) un
antijenle kapli kuyucuklara
eklenmesi

Sekil 2. Cesitli ELISA yontemleri (6).

Yarigmaci olmayan ELISA antikor varligimi
saptamak {izere de kullanilir. Bu yontemde kati faza
antijen baglanmigtir. Test edilecek serum eklenir,
serumda antijene 0zgiil antikor varsa antijen an-
tikor kompleksi olusacaktir. Yikamadan sonra en-
zimle isaretli antiglobulin konur. inkiibasyon ve
yikamadan sonra substrat eklenir. Ozgiil antikor
varsa enzimle isaretli antiglobuline baglanacak ve
substrat hidrolize olacaktir. Her iki yontemde de
absorbans miktart mevcut antijen veya antikorun
miktariyla dogru orantilidir (2-5, 13).

ELISA yontemlerinde de bazi modifikasyonlar
yapilabilir. En ¢arpici olan "capture" yakalama test-
leridir. Yakalama testleri de antikor ve antijen sap-
tanmasinda kullanilir. Antijen saptama icin kul-
lanilan yakalama testinde kat1 faza poliklonal veya
monoklonal antikor baglanir. Enzimle isaretli an-
tikor da poli veya monoklonal olabilir. Monoklonal
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Enzimle isaretli ikincil
antikorun eklenmesi

Substratin (S)
cklenmesi ve renk degisikliginin
Olgiilmesi

Enzimle isaretli ikincil
antikorun eklenmesi

~ Substratin (S)
cklenmesi ve renk degisikliginin
dlgiilmesi

Yikama =|
C
e & &)
Enzimle isaretli ikincil ) .
antikorun eklenmesi Substratin eklenmesi
(renk degisikligi olmaz)
antikorlarin  sadece bir epitopa baglandigi

diistiniiliirse, poliklonal antikorlar antijenin farkli
formlarin1 saptamada daha giivenilir antikorlardir
(2,5, 11, 14, 15).

ELISA plaklar1  hazirlanirken, antijen
aranacaksa antijene 0zgiil antikor veya antikor
aranacaksa antikora 6zgiil antijen kat1 faza (plastik
cukur veya boncuga) baglanmalidir. Plaklarin kap-
lanma islemi, 2 saat 37°C'de ya da bir gece oda
is1sinda veya +4°C'de bekletildikten sonra yikama
yapilarak gergeklestirilir. Inkiibasyonlar ise 1-2
saat 37°C'de yapilir (16).

Antijen ve antikor arama ayr1 ayri ele alinacak
olursa, antijen arama i¢in kullanilan yontemler:

* Direkt ELISA (sandvi¢ yontemi); arastirila-
cak antijene 0zgii antikor, solid faza baglanir.
Antijen aragtirilacak materyal ile birlikte inkiibe
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edilir. Uzerine enzim baglanmis 6zgiil antikor ek-
lenir. Incelenmekte olan materyalde antijen var
ise,kat1 faza baglanmistir. Buna baglanmis olan en-
zimli antikorun enzimi, substrat eklenince kendi
substratina etkili olarak renk olusur (4, 5, 17) (Sekil
2).

* Direkt ELISA tek basamakli sandvi¢ yonte-
mi; direkt ELISA'dan farki, kat1 fazda yapisik 6zgiil
antikorun {izerine ayn1 anda antijen aranmakta olan
materyal ile enzim baglantili antikor eklenir (4,5).

* Indirekt ELISA ; kat1 faza yapismis 6zgiil an-
tikora daha once bir siire inkiibe edilmis antijen
aranacak materyal ve Ozgiil antikor karigimi ek-
lenir. Ancak bu ikinci antikorun, kat1 fazda yapigik
antikorun elde edilmis oldugu hayvan tiirlinden
farkli bir hayvan tiiriinden elde edilmis olmasi
gerekir. Eger incelenen materyalde uygun antijen
varsa, bir yandan serbest antikora diger yandan da
kati fazdaki antikora baglanir; eklenen enzimli
antiglobulin yikama ile gitmez. Enzime uygun kro-
mojen substrat eklenince renk olusur (4,5) (Sekil
2).

* Kompetitif ELISA yontemi, kati faza
yapigmis 0zgiil antikorun {izerine antijen aranacak
olan materyal eklenir. Inkiibasyondan sonra, enzim
baglanmig 6zgiil antijen, takiben substrat eklenir.
Incelenen materyalde antijen varsa, kat1 fazdaki an-
tikora baglanmistir, enzimli antijen yapisamayacagi
icin, yikama ile uzaklasir; substrat eklenince renk
olusmaz (3-5) (Sekil 2).

Antikor arama amaciyla kullanilan yontemler:

* Indirekt yontem (kat1 faz sandvi¢ yontemi);
bilinen antijenin kati faza adsorbsiyonundan sonra,
antikor aranan hasta serumu ile inkiibe edilir.
Antijen-antikor kompleksinin gosterilebilmesi igin,
enzim ile konjuge insan antiglobulini eklenir.
Antikor baglanmigsa enzimli antiglobulin de
baglanir; uygun enzim substrati eklenince renk
olusur (4, 5) (Sekil 2).

* Sandvi¢ inhibisyon yontemi; serbest antijen
hasta serumu ile kanistirilip bir siire inkiibe edilir.
Hasta serumunda antikor varsa antijene baglanarak
onu bloke edecektir. Bu karisim kati fazdaki 6zgiil
antikorun iizerine eklenir. Inkiibasyondan sonra
strasiyla, enzim baglanmis 6zgiil antikor ve kromo-
jen substrat eklenir. Hasta serumunda antikor varsa
serbest antijen ile bloke olmus oldugundan solid
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fazdaki antikora baglanmaz. Bu durumda eklenen
enzimli antikor da baglanmayacagindan substrattan
renk olusmaz (4,5) (Sekil 2).

* Kompetitif ELISA yontemi; kat1 faza baglan-
mis antijenin ilizerine 6nce antikor aranmakta olan
hasta serumu, takiben enzimle igaretli 6zgiil antikor
ve kromojen substrat eklenir. Hasta serumunda an-
tikor varsa, enzimle isaretli antikora gore daha ak-
tif oldugundan, yarigma sonucu solid fazdaki anti-
jene baglanmistir. Enzimli antikor baglanamayip
yikama ile uzaklastig1 i¢in substrat eklendiginde
renk olusmaz (2-5) (Sekil 2).

ELISA yonteminin bir¢ok uygulama alani
vardir: TORCH (Toxoplasma gondii, rubella, CMV,
HSV) ajanlarina 6zgiil IgG ve IgM antikorlar1 sap-
tanmaktadir (18, 19). Legionella pneumophila,
Mycoplasma pneumoniae, Treponema pallidum,
Chlamydia trachomatis, Rickettsia, Neisseria gon-
orrhoeae, Mycobacterium tiirleri ve Brucella tiir-
lerinin serolojik tanilarinda basariyla kullanilmistir
(20-22). Hepatit viruslaria (Hepatit A, B, C, D ve
E) kars1 olusan 6zgiil antikorlar, HIV, RSV ve diger
bir¢ok viriis hastaliginda antijen antikor iliskisi bu
yontemle saptanabilir (1, 8, 23-25). ELISA-antikor
testleri, hepatit viruslari, kizamik virusu, kiza-
mikgik virusu, CMV, Rota virus ve Arbo viruslarin
sebep oldugu viral hastaliklarda da, epidemiyolojik
degerlendirmeler yapilabilmesi acisindan da deger-
lidir (1, 8, 26, 27). Paraziter hastaliklarda da ELISA
yontemi genis bir kullanim alanina sahiptir. Antijen
aranmasinda kullanilan ELISA tetkikleri, daha ¢ok
endokrinoloji sahasinda gelismistir (1, 28).

Gilintimiizde ELISA yontemi daha geligmis sis-
temler iginde yer almaktadir. Arastirilacak etkenin
DNA'sinin PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile
¢ogaltilmasi ve elde edilen PCR firlinline 0zgii
problarla kapli mikrokuyucuklarda hibridizasyonu
takiben ELISA'ya benzer sekilde kolorimetrik reak-
siyon ile degerlendirme yapilmasi tanis1 konacak
viral hastalikta yalanci pozitif sonuglarin minimu-
ma indirilmesi bakimindan ¢ok yararlidir (29, 30).
Ornegin, Hepatit C virus tamsi igin gelistirilen
ticari bir HCV PCR kiti olan "Amplicor HCV",
ELISA ile HCV'ye kars1 antikor pozitifligi saptanan
olgularda HCV viremisinin gosterilmesinde dnem-
lidir (31, 32, 33), ancak bu yontem de halen stan-
dardizasyon sorunu yasamaktadir (33).
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Amplifikasyon iirlinlinlin ELISA sistemi ile
gosterilmesine dayali bir bagka gelistirilen teknik
dallanmig DNA'dir. Amplifikasyon tekniklerinden
belirli bir sekilde farkli olan dallanmis DNA
(branched DNA) tekniginde hedef niikleik asit
cogaltilmamaktadir; bunun yerine reaksiyonun du-
yarlilig1 sinyal amplifikasyonu ile saglanir. bDNA
teknigi enfeksiyoz hastaliklarin degerlendiril-
mesinde kullanilir. HIV-1, HCV ve HBV'in sap-
tanmasi1 ve kantitatif olarak degerlendirilmesi i¢in
ELISA sistemini esas alan gelistirilmis kitler bu-
lunmaktadir (29).

ELISA teknikleri, antijen ve antikor saptamak
icin tiim diinyada yaygin olarak kullanilmaktadir.
Birgok laboratuvar enfeksiyon hastaliklarinin tanisi
veya endokrinoloji sahasinda kendi amaglarina
yonelik ELISA sistemleri gelistirmistir; ancak bu
tekniklerin uluslararasi standardizasyonu ve
gegerliligi tam olarak gerceklesmemistir. Hizli ve
kolay yontemler olan ELISA tekniklerinin
giivenirliligini arttirmak i¢in, ELISA protokol-
lerinin ve testlerde kullanilan kimyasal maddelerin
uluslararasi standardizasyonu gerekmektedir.
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