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ÖZET

Amaç: Tetanoz daha çok geliflmekte olan ülkelerde görülen afl› ile önlenebilir bir hastal›kt›r. Afl›lama programlar›n›n
etkilerini görmek, toplumun immun durumunu de¤erlendirmek gibi çal›flmalar için, anti-tetanoz antikor düzeylerini
saptamaya yönelik serolojik testler yap›lmal›d›r. ELISA, tetanoz antikor düzeylerini belirlemede basit, h›zl› ve
ekonomik bir test olmakla birlikte çapraz reaksiyon veren antikorlardan etkilenerek koruyucu olmayan antikor
düzeylerini saptamada yetersiz kalabilmektedir. Amac›m›z ELISA yöntemimizi, çapraz reaksiyon veren antikorlar›n
bloke edilmesi yolu ile koruyucu olmayan antikor düzeylerini saptayabilecek flekilde iyilefltirmektir.

Gereç ve Yöntem: Seçilen 322 serum örne¤i ev yap›m› ELISA 1 yöntemi ile test edilmifltir. Serumlar ELISA 1
yöntemi ile saptanan antikor düzeylerine göre koruyucu olmayan düzey olan 0.01 IU/ml ve alt›, 0.01-0.1 IU/ml
aras›, 0.1-1 IU/ml aras›, 1-10 IU/ml aras› ve 10 IU/ml’nin üzerindeki düzeyler olacak flekilde grupland›r›lm›flt›r.
Alt›n standart olan fare nötralizasyon testi (NT) ile toplam 52 serum çal›fl›lm›fl olup, bu gruba 0.01 IU/ml’nin
alt›ndaki antikor düzeyine sahip serumlar›n tümü (n=25) ve di¤er gruplardan randomize seçilen serumlar
(n=27) dahil edilmifl ve ev yap›m› ELISA 2 yöntemi ile tekrar çal›fl›lm›flt›r.

Bulgular: NT ve ELISA 1 testlerinin 1.0 IU/ml ve üzerinde uyumlu oldu¤u, alt›ndaki düzeylerde ise ELISA 1
testinin NT’ye göre daha yüksek antikor düzeyi saptad›¤› gözlenmifltir. ELISA 2 yönteminin sonuçlar› NT ile
karfl›laflt›r›ld›¤›nda güvenilir düzeyin 0.5 IU/ml’ye indi¤i gözlenmektedir.

Sonuç: ELISA 2 yöntemi ile ölçülebilen en düflük antikor titresi 0.5 IU/ml’dir. ELISA 2 yönteminin 0.01 IU/ml ve
alt›ndaki antikor düzeylerini saptayabilmesi için baflka tekniklerin üzerinde çal›fl›lmas› gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Clostridium tetani, tetanoz ELISA, tetanoz antitoksik antikor
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G‹R‹fi

Tetanoz, Clostridium tetani ekzotoksini ile geli-
flen ve afl› ile önlenebilen bir hastal›kt›r (1). Da-
ha çok afl›lama programlar›n›n efektif uygulana-
mad›¤› ülkelerde, sosyoekonomik yönden geri
kalm›fl, kalabal›k, kötü hijyene sahip kesimlerde
ve k›rsal bölgelerde görülmektedir (2-5). Teta-
noz için riskli gruplar yeni do¤anlar, afl›lanma-
m›fl popülasyon ve özellikle üreme ça¤›ndaki
kad›nlar, intravenöz ilaç ba¤›ml›lar›, yafll›lar ve
immun yetmezli¤i olanlard›r (6,7). Hastal›¤›n
kal›c› ba¤›fl›kl›k b›rakmamas›, yaln›zca afl› ile
immun cevab›n oluflabilmesi epidemiyolojik
olarak önemli bir özelli¤idir.

Ülkemizde neonatal tetanoz eliminasyon prog-
ram› baflar› ile yürütülmüfl olup, tetanoza karfl›
uygulanan afl›lar›n etkinli¤inin ölçülmesi ve
yafll› ya da immun yetmezli¤i olan bireylerdeki
ba¤›fl›k durumun saptanmas›nda serolojik çal›fl-
malar›n yap›lmas›na ihtiyaç duyulmaktad›r (8).

Tetanoza karfl› oluflan antikorlar›n saptanmas›n-

da en s›k uygulanan serolojik yöntemler; alt›n
standart olan in-vivo toksin nötralizasyon testi
(NT), indirekt hemaglütinasyon testi (‹HA), co-
unter-immün-elektroforez (CIE), radio immü-
noassay (RIA) ve enzyme-linked immunabsor-
bend assay’dir (ELISA) (8). NT alt›n standart
olup canl› hayvan kullan›m› gerektiren, zahmet-
li bir testtir (8). ELISA, tetanoz antikor düzey-
lerini belirlemede basit, h›zl› ve ekonomik bir
test olmakla birlikte baz› ELISA yöntemleri
çapraz reaksiyon veren antikorlardan etkilene-
rek düflük düzeydeki antikorlar› saptamada ye-
tersiz kalabilmektedir (9-11). Gelifltirmifl oldu-
¤umuz in house ELISA yöntemi (ELISA 1),
yüksek düzeyde antikor varl›¤›nda NT ile
uyumlu olup, düflük düzeyde ise NT’den yük-
sek antikor düzeyleri vermektedir. Bu çal›flma-
daki amac›m›z ELISA 1 yöntemini çapraz reak-
siyon veren antikorlar›n bloke edilmesi yolu ile
düflük düzeydeki antikorlar› saptayabilecek fle-
kilde iyilefltirmektir.

SUMMARY

Objective: Tetanus is a vaccine preventable disease that is seen mostly in the developing countries. In order to
evaluate the efficacy of vaccination programmes or to evaluate the immune status of the population, anti-tetanus
antibody levels must be investigated by serological studies. ELISA test is a simple, rapid and economical test for
the detection of tetanus antibody titers. However, the results may be affected by cross reactive antibodies or low
levels of antibodies may remain undetected. Our aim was to improve an in-house ELISA kit by blocking the cross
reacting antibodies and enable the detection of low levels of antibodies.

Materials and Methods: The selected 322 serum samples were tested for the presence of anti-tetanus antibodies
by an in-house ELISA method, named as ELISA 1. The sera were grouped according to the levels detected by
ELISA 1 test as  ≤0.01 IU/ml, 0.01-0.1 IU/ml, 0.1-1 IU/ml, 1-10 IU/ml, >10 IU/ml. A total of 52 sera were tested
for tetanus antibody levels by the gold standard mouse neutralization (NT) test. Sera with antibody levels below
0.01 IU/ml (n=25) and the sera randomly selected from the other groups (n=27) were included in the neutralisation
test group. Samples tested with neutralization were later also tested by the modified ELISA 2 method.

Results: NT and ELISA 1 test results correlated well for the sera with antibody level ≥1.0 IU/ml. However, for
antibody levels below 1.0 IU/ml, ELISA 1 test results were higher than NT results. The results of ELISA 2 method
was better than ELISA 1 test when NT results were considered as the gold standard. When ELISA 2 results were
compared to NT results, the lowest reliable detection limit was decreased to 0.5 IU/ml.

Conclusion: The lowest antibody detection limit for ELISA 2 method was 0.5 IU/ml. In order to detect antibody
levels 0.01 IU/ml and below, further studies should be performed to improve the in-house ELISA method. 

Key Words: Clostridium tetani, Tetanus ELISA,Tetanus antitoxic antibody
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GEREÇ ve YÖNTEM

Çal›flma, Refik Saydam H›fz›ss›hha Merkez
Baflkanl›¤› Salg›n Hastal›klar Araflt›rma Müdür-
lü¤ü Laboratuvarlar›nda, Japon Uluslararas› ‹fl-
birli¤i Kuruluflu [Japan International Cooperati-
on Agency (JICA)] deste¤i ile gerçeklefltirilmifl-
tir. Çal›flmaya dahil edilen serum örnekleri 2000
y›l›nda Samsun ilinden toplanm›flt›r. Ev yap›m›
ELISA 1 yöntemi ile 322 toplanan serum örne¤i
test edilmifltir. Serumlar, ELISA 1 yöntemi ile
saptanan antikor düzeylerine göre 0.01 IU/m-
l’nin alt›, 0.01-0.1 IU/ml, 0.1-1 IU/ml aras›, 1-
10 IU/ml aras› ve 10 IU/ml’nin üzerindeki dü-
zeyler olacak flekilde grupland›r›lm›flt›r. Antikor
düzeyi 0.01 IU/ml’nin alt›nda olan serumlar›n
tümü (n=25) ile di¤er gruplardan randomize se-
çilen serumlar (n=27) alt›n standart olan fare
nötralizasyon testi (NT) ve ev yap›m› ELISA 2
yöntemi ile çal›fl›lm›flt›r (toplam n= 52) Sonuç-
lar karfl›laflt›r›larak de¤erlendirilmifltir.

ELISA plaklar›n›n antijen ile kaplanmas› afla-
mas›nda Japonya’dan temin edilen tetanoz tok-
sini (LD 50/ml, Research Foundation for Mic-
robial Diseases of Osaka University, Kagawa,
Japan) ve referans serum olarak ise yine Japon-
ya’dan temin edilen tetanoz antitoksin (50
IU/ampül NIID, Japan) kullan›lm›flt›r.

Tetanoz toksini, antijen içeri¤i 2µg/ml olacak
flekilde bikarbonat tampon (pH 9.6) ile suland›-
r›ld›ktan sonra, medium binding kapasiteli
ELISA plaklara (Greiner, no:655001, Germany)
100 µl/kuyucuk olacak flekilde konulmufl ve
+4˚C’de bir gece inkübe edilmifltir. Plaklar
phosphate buffer saline/Tween 20 (PBS-T) ile
üç kez y›kanm›flt›r. Block Ace solüsyonuyla (Ja-
pan), referans serum ve hasta serumlar›na sekiz
kez iki kat artan seri dilüsyon uygulanm›flt›r.
Dilüe edilen serumlar antijen kaplanan plaklara
100 µl/kuyucuk olacak flekilde eklenmifl ve çal-
kalay›c› ortamda (Labsystem, Helsinki, Fin-

land) 1 saat 22˚C’de inkübe edilmifltir. PBS-T ile
üç kez y›kand›ktan sonra 3000 kez suland›r›lm›fl
anti human IgG alkelen fosfataz (Seikagaku
Kogyo, Japan) konjugat 50 µl/kuyucuk olacak
flekilde konulmufl ve tekrar 1 saat 22˚C’de inkü-
be edilmifl ve y›kanm›flt›r. Substrat aflamas›nda;
p-nitrophenyl-phosphate-1 (Wako, Tokyo, Japan)
Na dietanolamine tamponda (Sigma-Aldrich
D8885) 1mg/ml olacak flekilde suland›r›larak
200µl/kuyucuk olacak flekilde uygulanm›flt›r ve
inkübasyon süresi (1 saat 22˚C) sonunda tepki-
meyi durdurmak için 3M NaOH, 50µl/kuyucuk
olacak flekilde da¤›t›lm›flt›r. Plaklarlar›n optik
dansiteleri 405/630nm dalga boyunda ELISA
okuyucusu (Labsystem) kullan›larak ölçülmüfl-
tür. Sonuçlar Paralel Line Assay software progra-
m› kullan›larak de¤erlendirilmifltir (12).

‹kinci ELISA yönteminde plaklar›n kaplanmas›
ELISA 1 yönteminde oldu¤u gibi yap›lm›flt›r. Y›-
kanm›fl plaklara %0.5 bovine serum albumin
(BSA) içeren PBS, 100 µl/kuyucuk olacak flekil-
de da¤›t›larak 22˚C’de 1 saat inkübe edilmifltir.
Referans ve hasta serumlar›n›n dilüsyonu %0.5
BSA-% 0.05 Tween 80 içeren PBS ile yap›lm›fl
ve ELISA 1 yönteminde anlat›ld›¤› flekilde
100µl/kuyucuk olacak flekilde aktar›lm›flt›r. Bu
aflamadan sonra konjugat aflamas›, substrat afla-
mas›, tepkimeyi durdurma aflamas›, okutma afla-
mas› ve sonuçlar›n de¤erlendirilmesi birinci yön-
temde anlat›ld›¤› flekilde uygulanm›flt›r.

Nötralizasyon testinde (NT) deney hayvan› olarak
17-22g Swiss albino fareler ve standart tetanoz
antitoksini (50 IU/ampül) kullan›lm›flt›r. Bu anti-
toksinden 0.01 IU/ml solüsyon haz›rlanm›flt›r ve
tetanoz toksini (LD50/ml) ile befl de¤iflik titrede
karfl›laflt›r›larak iki dizi standart solüsyon olufltu-
rulmufltur. Dizilerden biri erkek, di¤eri  difli  fare-
ler  için  kullan›lm›flt›r.  Serum örnekleri  gelatin
phosphate  buffered  saline (G-PBS) ile dilüe edi-
lerek, 500 µl tetanoz toksini (LD50/ml) içeren
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tüplere eklenmifltir. Her serum için üç ayr› dilüs-
yon kullan›lm›flt›r. Serum örnekleri ve standart
solüsyonlar toksin ile karfl›laflt›r›ld›ktan sonra oda
›s›s› ve karanl›kta iki saatlik inkübasyona b›rak›l-
m›flt›r ve sonra farelere 0.4 ml subkutan olarak
enjekte edilmifltir. Enjeksiyonu takip eden 5 gün
boyunca günde iki kez tetanoz toksinine ba¤l› be-
lirtiler incelenmifl, belirtiler ve ölüm zamanlamas›
standart solüsyonlar›n enjekte edildi¤i farelerin
belirti ve ölüm zamanlamas› ile karfl›laflt›r›larak
anti-tetanoz antikor titreleri hesaplanm›flt›r.

BULGULAR

Çal›flmada 52 serumun NT, ELISA 1 ve ELISA
2 yöntemleriyle saptanan antitoksik antikor dü-
zeylerinin karfl›laflt›r›lmas› Grafik 1-4’de sunul-
maktad›r.

Birinci grafikte NT ve ELISA 1 yönteminin so-
nuçlar› karfl›laflt›r›lmaktad›r. ‹ki testin 1.0 IU/ml
ve üzerinde uyumlu oldu¤u, alt›ndaki düzeyler-
de ise ELISA 1 yönteminin NT’ye göre daha
yüksek antikor düzeyleri verdi¤i gözlenmektedir.

Grafik 2’de NT ve ELISA 2 yönteminin sonuç-
lar› karfl›laflt›r›lmaktad›r. Burada da 0.5 IU/ml
ve üzerinde iki testin uyumlu oldu¤u, alt›ndaki
antikor düzeylerinde ise ELISA 2 testinin NT’ye
göre daha yüksek antikor düzeyleri verdi¤i göz-
lenmektedir.

Grafik 3’de ELISA 1 ve ELISA 2 yöntem so-
nuçlar› karfl›laflt›r›lmaktad›r. ‹ki testin 1.0 IU/ml
ve alt›ndaki düzeylerde uyumsuz oldu¤u göz-
lenmektedir.

Grafik 4’de NT, ELISA 1 ve ELISA 2 yöntem-
leriyle elde edilen sonuçlar karfl›laflt›r›lmaktad›r.
NT ile saptanan de¤erler 1.0 U/ml ve üzerindeki
düzeylerde ELISA 1 ile uyumlu bulunmakta,
1.0 IU/ml de¤erinin alt›nda ise, ELISA 1 ile
saptanan sonuçlar›n NT sonuçlar›na göre daha
yüksek bulunduklar› gözlenmektedir. ELISA 2
yönteminin sonuçlar› NT ile karfl›laflt›r›ld›¤›nda
ise güvenilir sonuçlar›n elde edildi¤i s›n›r düze-
yin 1.0 IU/ml’den 0.5 IU/ml’ye düfltü¤ü gözlen-
mektedir.

Grafik 1: NT ve EL‹SA 1 test sonuçlar›n›n karfl›laflt›r›lmas›

Grafik 2: NT ve EL‹SA 2 test sonuçlar›n›n karfl›laflt›r›lmas›

NT / EL‹SA 2  n=52

Grafik 3: ELISA 1 VE ELISA 2 test sonuçlar›n›n karfl›lafl-
t›r›lmas›

NT / EL‹SA 1  n=52
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NT, ELISA 1 ve ELISA 2 yöntem sonuçlar›n›n
karfl›laflt›rmal› korelasyon katsay›lar› Tablo 1’de
sunulmaktad›r. NT ve ELISA 1 yönteminin 1.0
IU/ml ve üzerindeki antikor düzeylerinde olan
serum örneklerinde korelasyon katsay›s›
0.844602’dir. Ayn› yöntemlerin 1.0 IU/ml’nin
alt›ndaki antikor düzeylerine sahip serumlarda
korelasyon katsay›s› ise 0.37889’d›r. NT ve
ELISA 2 korelasyon katsay›s›n›n 0.5 IU/ml ve
üzerindeki antikor düzeylerine sahip serumlarda
korelasyon katsay›s› tablo 1’deki en yüksek de-
¤er olan 0.959651’e ulaflt›¤› gözlenmektedir.

TARTIfiMA

Tetanoz hastal›¤› Clostridium tetani taraf›ndan
sal›nan potent bir ekzotoksin taraf›ndan olufltu-
rulan nöromusküler disfonksiyon ile kendini
gösteren bir entoksikasyondur (4). Tetanoz has-
tal›¤›ndan sonra genellikle ba¤›fl›kl›k meydana
gelmemektedir. Çünkü hastal›¤› oluflturabilecek
toksin miktar›, immun cevab› sa¤layacak mik-
tardan azd›r (13). Afl›, tetanoz toksoidi olup baz›
nörolojik ve nadiren görülen hipersensitivite
yan etkileri d›fl›nda kontrendikasyon tafl›ma-
maktad›r (14). Tetanoz hastal›¤› acil müdahale
gerektirdi¤inden tan› esas olarak öykü ve fizik

muayene ile konur, laboratuvar tan›s›na ra¤bet
edilmez. Bununla birlikte, serolojik testler sero-
surveyans çal›flmalar›nda ve bu çal›flmalar›n so-
nuçlar›n›n afl› politikalar›na yön vermede kulla-
n›lmas›nda önemlidir. Bu amaçla fare nötrali-
zasyon testi (NT), counter immün elektroforez
(CIE),  radioimmunoassay  (RIA)  ve  enzyme
linked immunabsorbent assay (ELISA) gibi se-
rolojik yöntemler kullan›l›r (8).

NT alt›n standart olup 0.001 IU/ml gibi düflük
düzeydeki titrelerin ölçülmesinde kullan›labilir,
buna karfl›l›k canl› hayvan gerektirdi¤i için ter-
cih edilmemektedir (15,16). ELISA insan seru-
munda tetanoz antitoksininin saptanmas›nda fa-
re nötralizasyon testine alternatif olarak geliflti-
rilmifltir (10). Test güvenilir, ucuz, h›zl› ve pra-
tik olup fazla say›da örnekle çal›flma olana¤›
sa¤lamas› ve analizlerin k›sa sürede sonuçlan-
mas› da avantajlar› aras›ndad›r. Yöntemin en
önemli dezavantaj› düflük antikor düzeylerini
çapraz reaksiyon veren antikorlar nedeniyle
saptayamamas›d›r (17).

Bu çal›flmada 322 serum örne¤i ELISA 1 yönte-
mi ile test edilmifltir. ELISA 1 yönteminin so-
nuçlar› incelendi¤inde koruyucu olmayan dü-
zeyde antikor saptanan serum bulunmad›¤› göz-
lenmifltir. Bu nedenle ve ELISA 1 yönteminin
güvenilirli¤ini araflt›rmak amac›yla baz› serum-
larda alt›n standart olan NT uygulanm›fl ve 1.0
IU/ml ve alt›ndaki de¤erlerde ELISA 1 yönte-
minin iyilefltirilmesi gerekti¤i saptanm›flt›r.
ELISA testinin iyilefltirilmesinde testi etkileyen
di¤er antikorlar›n bloke edilmesinin yararl› ola-
bilece¤i düflünülmüfltür. Bu nedenle ELISA 2
yöntemi ile teste bafllarken ilk y›kama aflama-

Grafik 4: Fare nötralizasyon, ELISA 1 ve ELISA 2 test
sonuçlar›n›n 10 taban›na göre logaritmik de¤erleri

Tablo 1. NT, ELISA 1 ve ELISA 2 test sonuçlar›n›n serum titrelerine göre korelasyon katsay›lar›

Toplam ≥1.0 IU/ml <1.0 IU/ml ≥0.5 IU/ml <0.5 IU/ml

NT-ELISA 1 0.811348 0.844602 0.37889 0.927033 0.268836

NT-ELISA 2 0.719651 0.913584 0.133072 0.959651 -0.00239

ELISA1-ELISA 2 0.731274 0.905482 -0.00679 0.939766 -0.06909
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s›ndan sonra plaklar 1 saat %0.5’lik BSA içeren
PBS ile muamele edilmifltir. Ayr›ca nonspesifik
reaksiyonlar›n önlenmesi için serum dilüsyonla-
r› %0.5’lik BSA ve %0.05’lik Tween 80 içeren
PBS ile haz›rlanm›flt›r.

ELISA 2 test sonuçlar› NT test sonuçlar› ile kar-
fl›laflt›r›ld›¤›nda iki test aras›ndaki uyumun göz-
lendi¤i antikor titre de¤erinin 0.5 IU/ml’ye düfl-
tü¤ü gözlenmektedir (Grafik 2). Bu sonuç testte
yap›lan de¤iflikliklerin non-spesifik reaksiyon-
lar›n önlenmesinde k›smen baflar›l› oldu¤unu
düflündürmektedir.

ELISA 1 ve ELISA 2 test sonuçlar›n›n aras›nda-
ki uyum incelendi¤inde 1.0 IU/ml ve üzerindeki
antikor titreleri aç›s›ndan iki test uyumlu iken,
bu de¤erin alt›ndaki titrelerde uyumsuz oldukla-
r› gözlenmektedir (Grafik 3). Grafik 2 göz
önünde tutuldu¤unda bulgular ELISA 2 testinin,
düflük antikor titrelerini saptamada daha baflar›l›
oldu¤unu düflündürmektedir. ELISA 1 yöntemi,
NT ile uyumlu oldu¤u yüksek antikor titrelerin-
de ELISA 2 ile de uyumludur. Bu bulgu ise her
iki testin de yüksek antikor titrelerini saptamada
güvenilir oldu¤unu göstermektedir.

Üç testin antikor titreleri, NT testi ile elde edi-
len antikor titrelerinin düflükten büyü¤e s›ralan-
d›¤› grafikte, 1.0 IU/ml ve üzerinde tüm testler
uyumlu bulunurken, ELISA 2 ve NT’nin uyum-
lu oldu¤u s›n›r›n 0.5 IU/ml’ye indi¤i ve yap›lan
de¤iflikliklerin baflar›l› oldu¤u gözlenmektedir
(Grafik 4).

Testler aras›ndaki korelasyon katsay›lar› ince-
lendi¤inde, beklendi¤i gibi, ELISA 1’in 1.0
IU/ml’nin alt›ndaki antikor titrelerinde NT ile
uyumsuz oldu¤u görülmektedir. NT ile ELISA
2 aras›ndaki korelasyon katsay›s› 0.719651 flek-
lindedir. Bu de¤er ELISA 1’in korelasyon kat-
say›s›ndan düflüktür. Ancak 0.5 IU/ml ve üze-
rinde 0.959651 de¤erine ulaflmaktad›r. Bu bul-
gular ELISA 2’nin ELISA 1’e göre daha düflük

titreleri do¤ru olarak saptayabildi¤ini düflündür-
mektedir. ‹ki ELISA yöntemi aras›ndaki kore-
lasyon katsay›lar› karfl›laflt›r›ld›¤› zaman ELISA
1’in 1.0 IU/ml ve üzerindeki antikor titrelerinde
ELISA 2 ile uyumlu oldu¤u, alt›ndaki de¤erler-
de ise güvenilirli¤inin düflük oldu¤u saptanm›fl-
t›r (Grafik 2).

Bugüne kadar çeflitli araflt›rmac›lar taraf›ndan
yap›lan çal›flmalarda düflük düzeyde anti-teta-
noz antikorlar›n›n varl›¤›nda, NT ile ELISA tes-
ti sonuçlar›n›n farkl›l›k gösterebilece¤i bildiril-
mektedir. Bunun nedeni ise ELISA’n›n hem si-
metrik, hem de asimetrik (fonksiyonel olarak
monovalan) antikorlar› saptamas›, NT’nin ise
sadece nötralizasyon kapasitesine sahip simetrik
antikorlar› saptamas›na ba¤lanm›flt›r (18). Bu
çal›flman›n sonuçlar› da bu görüflü desteklemek-
tedir.

Dokmetjian ve arkadafllar›n›n (19) gerçeklefltir-
di¤i bir çal›flmada regresyon çizgisinden elde
edilen sonuçlar incelendi¤inde fare nötralizas-
yon testi ile 0.1 IU/ml’ye karfl›l›k gelen ELISA
sonucunun bu de¤erden 2.22 kat yüksek oldu¤u
gözlenmifl, bu bulgular düflük toksin nötralizas-
yon kapasitesine sahip asimetrik antikor içeren
serum örnekleri ile uyumlu bulunmufltur. Bunun
nedeni olarak; toksine ba¤lanmak için simetrik
ve asimetrik antikorlar›n yar›flt›¤› ancak asimet-
rik moleküllerin, antikorlar›n paratoplar›na s›k›-
ca ba¤lanma kapasitesinde olmalar›ndan dolay›
simetrik antikorlar›n ba¤lanmas›n› engelleyerek
blokaja neden oldu¤u ve bunun sonucunda da
nötralizan antikorlar›n saptanmas›n›n engellen-
di¤i görüflü öne sürülmektedir. Çal›flmadan so-
nuç olarak ELISA testinin, nötralizan ve nötrali-
zan olmayan antikorlar› birbirinden ay›rt ede-
medi¤i ve 0.222 IU/ml’nin alt›ndaki titreleri ya-
kalamada baflar›s›z oldu¤u bulunmufltur (19).
Bu çal›flmadan elde edilen sonuçlar da yine bul-
gular›m›zla uyumludur.
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Enfeksiyon riskinin de¤erlendirilmesinde özel-
likle, koruyucu titreye yak›n antikor düzeylerin-
de, metotlar›n güvenilirli¤i çok önemlidir. Si-
monsen ve arkadafllar›n›n (20) bir çal›flmas›nda
yüksek ve orta düzeyde nötralizan tetanoz anti-
kor içeren serum örneklerinde ELISA ve NT
testlerinin uyumlu oldu¤u, 0.16 IU/ml’nin alt›n-
daki titreleri saptamada ise her iki test sonuçla-
r›n›n uyumlu olmad›¤› saptanm›flt›r. Bu bulgu-
lar da bizim bulgular›m›z ile uyumludur.

Sonuç olarak ELISA yöntemi pratik, otomatize
edilebilen, çok say›da örne¤in birden çal›fl›labi-
lece¤i, ucuz bir yöntem olmas› ve 0.5 IU/ml ve
üzerindeki antikor titrelerini saptamada güveni-
lir olmas› nedeniyle kullan›ma uygun bir testtir.
Fare nötralizasyon testi ise canl› hayvan ve de-
neyimli personel gerektirmesi, uzun zaman al-
mas›, fazla miktarda serum gerektirmesi gibi
nedenlerle çok say›da örne¤in çal›fl›labilmesi
için uygun bir test olarak kabul edilmemektedir
(21).

ELISA 2 yöntemi ile ölçülebilen en düflük anti-
kor titresi 0.5 IU/ml’dir. Bu titrenin koruyucu
olmayan antikor titresi olan 0.01 IU/ml ve alt›-
na inebilmesi için baflka tekniklerin üzerinde
çal›fl›lmas› gereklidir.
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