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OZGUN ARASTIRMA

Anti-Tetanoz Antikorlarin Saptanmasinda Ev Yapimi
ELISA Tekniginin Iyilestirilmesi

Innovation of an In-House ELISA Test Kit for the
Determination of Anti-Tetanus Antibodies

Cemile Sonmez, Nilay Coplii, Berrin Esen

Refik Saydam Hifzissihha Merkez Baskanligi

OZET

Amag: Tetanoz daha ¢ok gelismekte olan iilkelerde gériilen ast ile énlenebilir bir hastaliktir. Agilama programlarinin
etkilerini gormek, toplumun immun durumunu degerlendirmek gibi calismalar icin, anti-tetanoz antikor diizeylerini
saptamaya yonelik serolojik testler yapilmalidir. ELISA, tetanoz antikor diizeylerini belirlemede basit, hizli ve
ekonomik bir test olmakla birlikte capraz reaksiyon veren antikorlardan etkilenerek koruyucu olmayan antikor
diizeylerini saptamada yetersiz kalabilmektedir. Amacimiz ELISA yontemimizi, ¢capraz reaksiyon veren antikorlarin
bloke edilmesi yolu ile koruyucu olmayan antikor diizeylerini saptayabilecek sekilde iyilestirmektir.

Gereg ve Yontem: Secilen 322 serum ornegi ev yapinmu ELISA 1 yontemi ile test edilmistir. Serumlar ELISA 1
yontemi ile saptanan antikor diizeylerine gére koruyucu olmayan diizey olan 0.01 1U/ml ve alti, 0.01-0.1 1U/ml
arast, 0.1-1 IU/ml arasi, 1-10 [U/ml arasi ve 10 IU/ml’ nin iizerindeki diizeyler olacak sekilde gruplandirilmistir.
Altin standart olan fare notralizasyon testi (NT) ile toplam 52 serum ¢alisilmis olup, bu gruba 0.01 1U/ml’ nin
altindaki antikor diizeyine sahip serumlarin tiimii (n=25) ve diger gruplardan randomize secilen serumlar
(n=27) dahil edilmis ve ev yapini ELISA 2 yontemi ile tekrar ¢alisiimigtir.

Bulgular: NT ve ELISA 1 testlerinin 1.0 IU/ml ve iizerinde uyumlu oldugu, altindaki diizeylerde ise ELISA 1
testinin NT ye gore daha yiiksek antikor diizeyi saptadigi gézlenmistir. ELISA 2 yonteminin sonuglar: NT ile
karsilastirildiginda giivenilir diizeyin 0.5 IU/ml’ ye indigi gézlenmektedir.

Sonug: ELISA 2 yontemi ile olciilebilen en diisiik antikor titresi 0.5 IU/ml’ dir. ELISA 2 yonteminin 0.01 1U/ml ve
altindaki antikor diizeylerini saptayabilmesi icin baska tekniklerin iizerinde ¢calisilmasi gereklidir.

Anahtar Kelimeler: Clostridium tetani, tetanoz ELISA, tetanoz antitoksik antikor
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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 21.0 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

GIRIS

Tetanoz, Clostridium tetani ekzotoksini ile geli-
sen ve asi ile 6nlenebilen bir hastaliktir (1). Da-
ha ¢ok asilama programlarinin efektif uygulana-
madig iilkelerde, sosyoekonomik yonden geri
kalmais, kalabalik, kotii hijyene sahip kesimlerde
ve kirsal bolgelerde goriilmektedir (2-5). Teta-
noz i¢in riskli gruplar yeni doganlar, agilanma-
mis poplilasyon ve ozellikle iireme cagindaki
kadinlar, intravenoz ilag bagimlilari, yaglilar ve
immun yetmezligi olanlardir (6,7). Hastaligin
kalict bagisiklik birakmamasi, yalnizca asi ile
immun cevabin olusabilmesi epidemiyolojik
olarak 6nemli bir 6zelligidir.

Ulkemizde neonatal tetanoz eliminasyon prog-
ram1 bagari ile yiiriitiilmiig olup, tetanoza karsi
uygulanan asilarin etkinliginin 6l¢iilmesi ve
yaslt ya da immun yetmezligi olan bireylerdeki
bagisik durumun saptanmasinda serolojik calig-
malarin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir (8).

Tetanoza kars1 olugan antikorlarin saptanmasin-
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da en sik uygulanan serolojik yontemler; altin
standart olan in-vivo toksin nétralizasyon testi
(NT), indirekt hemagliitinasyon testi (IHA), co-
unter-immiin-elektroforez (CIE), radio immii-
noassay (RIA) ve enzyme-linked immunabsor-
bend assay’dir (ELISA) (8). NT altin standart
olup canli hayvan kullanim1 gerektiren, zahmet-
li bir testtir (8). ELISA, tetanoz antikor diizey-
lerini belirlemede basit, hizli ve ekonomik bir
test olmakla birlikte baz1 ELISA yontemleri
capraz reaksiyon veren antikorlardan etkilene-
rek diisiik diizeydeki antikorlar1 saptamada ye-
tersiz kalabilmektedir (9-11). Gelistirmis oldu-
gumuz in house ELISA yontemi (ELISA 1),
yiiksek diizeyde antikor varliginda NT ile
uyumlu olup, diisiik diizeyde ise NT den yiik-
sek antikor diizeyleri vermektedir. Bu ¢aligma-
daki amacimiz ELISA 1 yontemini ¢apraz reak-
siyon veren antikorlarin bloke edilmesi yolu ile
diisiik diizeydeki antikorlar1 saptayabilecek se-
kilde iyilestirmektir.
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GEREC ve YONTEM

Calisma, Refik Saydam Hifzissihha Merkez
Baskanlig1 Salgin Hastaliklar Arastirma Miidiir-
liigii Laboratuvarlarinda, Japon Uluslararasi s-
birligi Kurulusu [Japan International Cooperati-
on Agency (JICA)] destegi ile gerceklestirilmig-
tir. Calismaya dahil edilen serum 6rnekleri 2000
yilinda Samsun ilinden toplanmistir. Ev yapimi
ELISA 1 yontemi ile 322 toplanan serum drnegi
test edilmistir. Serumlar, ELISA 1 yontemi ile
saptanan antikor diizeylerine gore 0.01 IU/m-
I’nin alti, 0.01-0.1 IU/ml, 0.1-1 IU/ml arasi, 1-
10 IU/ml arast ve 10 IU/ml’nin iizerindeki dii-
zeyler olacak sekilde gruplandirilmistir. Antikor
diizeyi 0.01 IU/ml’nin altinda olan serumlarin
tiimii (n=25) ile diger gruplardan randomize se-
cilen serumlar (n=27) altin standart olan fare
notralizasyon testi (NT) ve ev yapimi ELISA 2
yontemi ile ¢alisilmistir (toplam n= 52) Sonucg-
lar karsilastirilarak degerlendirilmistir.

ELISA plaklarinin antijen ile kaplanmas1 asa-
masinda 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/ampiil NIID, Japan) kullanilmigtir.

Tetanoz toksini, antijen icerigi 2pg/ml olacak
sekilde bikarbonat tampon (pH 9.6) ile sulandi-
rildiktan sonra, medium binding kapasiteli
ELISA plaklara (Greiner, no:655001, Germany)
100 pl/kuyucuk olacak sekilde konulmus ve
+4°C’de bir gece inkiibe edilmistir. Plaklar
phosphate buffer saline/Tween 20 (PBS-T) ile
tic kez yikanmustir. Block Ace soliisyonuyla (Ja-
pan), referans serum ve hasta serumlarma sekiz
kez iki kat artan seri diliisyon uygulanmistir.
Diliie edilen serumlar antijen kaplanan plaklara
100 pl/kuyucuk olacak sekilde eklenmis ve cal-
kalayici ortamda (Labsystem, Helsinki, Fin-

land) 1 saat 22°C’de inkiibe edilmistir. PBS-T ile
lic kez yikandiktan sonra 3000 kez sulandirilmig
anti human IgG alkelen fosfataz (Seikagaku
Kogyo, Japan) konjugat 50 pl/kuyucuk olacak
sekilde konulmus ve tekrar 1 saat 22°C’de inkii-
be edilmis ve yikanmustir. Substrat asamasinda;
p-nitrophenyl-phosphate-1 (Wako, Tokyo, Japan)
Na dietanolamine tamponda (Sigma-Aldrich
D8885) Img/ml olacak sekilde sulandirilarak
200pl/kuyucuk olacak sekilde uygulanmistir ve
inkiibasyon siiresi (1 saat 22°C) sonunda tepki-
meyi durdurmak icin 3M NaOH, 50pl/kuyucuk
olacak sekilde dagitilmistir. Plaklarlarin optik
dansiteleri 405/630nm dalga boyunda ELISA
okuyucusu (Labsystem) kullanilarak 6l¢iilmiis-
tiir. Sonuglar Paralel Line Assay software progra-
m1 kullanilarak degerlendirilmistir (12).

Ikinci ELISA yonteminde plaklarin kaplanmasi
ELISA 1 yonteminde oldugu gibi yapilmistir. Y1-
kanmis plaklara %0.5 bovine serum albumin
(BSA) igeren PBS, 100 pl/kuyucuk olacak sekil-
de dagitilarak 22°C’de 1 saat inkiibe edilmistir.
Referans ve hasta serumlarinin diliisyonu %0.5
BSA-% 0.05 Tween 80 iceren PBS ile yapilmis
ve ELISA 1 yonteminde anlatildig: sekilde
100pl/kuyucuk olacak sekilde aktarilmistir. Bu
asamadan sonra konjugat asamasi, substrat aga-
masl, tepkimeyi durdurma asamasi, okutma asa-
mast ve sonuglarin degerlendirilmesi birinci yon-
temde anlatildig1 sekilde uygulanmistir.

Notralizasyon testinde (NT) deney hayvani olarak
17-22g Swiss albino fareler ve standart tetanoz
antitoksini (50 IU/ampiil) kullanilmistir. Bu anti-
toksinden 0.01 IU/ml soliisyon hazirlanmistir ve
tetanoz toksini (LD50/ml) ile bes degisik titrede
kargilagtirllarak iki dizi standart soliisyon olustu-
rulmustur. Dizilerden biri erkek, digeri disi fare-
ler icin kullanilmigtir. Serum &rnekleri gelatin
phosphate buffered saline (G-PBS) ile diliie edi-
lerek, 500 pl tetanoz toksini (LD50/ml) iceren
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tiiplere eklenmigtir. Her serum i¢in ii¢ ayr diliis-
yon kullanilmigtir. Serum Ornekleri ve standart
soliisyonlar toksin ile karsilastirildiktan sonra oda
1s1s1 ve karanlikta iki saatlik inkiibasyona birakil-
migtir ve sonra farelere 0.4 ml subkutan olarak
enjekte edilmistir. Enjeksiyonu takip eden 5 giin
boyunca giinde iki kez tetanoz toksinine baglh be-
lirtiler incelenmis, belirtiler ve 6liim zamanlamasi
standart soliisyonlarin enjekte edildigi farelerin
belirti ve 6liim zamanlamasi ile karsilastirilarak
anti-tetanoz antikor titreleri hesaplanmustir.

BULGULAR

Calismada 52 serumun NT, ELISA 1 ve ELISA
2 yontemleriyle saptanan antitoksik antikor dii-
zeylerinin karsilastirilmasi Grafik 1-4’de sunul-
maktadir.

Birinci grafikte NT ve ELISA 1 yonteminin so-
nuglart kargilastirilmaktadir. Iki testin 1.0 TU/ml
ve iizerinde uyumlu oldugu, altindaki diizeyler-
de ise ELISA 1 yonteminin NT ye gore daha
yiiksek antikor diizeyleri verdigi gdzlenmektedir.
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Grafik 1: NT ve ELISA 1 test sonuglarimin kargilagtiriimast
Grafik 2°de NT ve ELISA 2 ydnteminin sonug-
lart karsilastirilmaktadir. Burada da 0.5 IU/ml
ve iizerinde iki testin uyumlu oldugu, altindaki
antikor diizeylerinde ise ELISA 2 testinin NT ye
gore daha yiiksek antikor diizeyleri verdigi goz-
lenmektedir.
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Grafik 2: NT ve ELISA 2 test sonuclarimin kargilagtiriimast

Grafik 3’de ELISA 1 ve ELISA 2 yontem so-
nuglar1 karsilastirlmaktadr. ki testin 1.0 TU/ml
ve altindaki diizeylerde uyumsuz oldugu goz-

lenmektedir.
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Grafik 3: ELISA 1 VE ELISA 2 test sonuglarinin karsilag-
tirllmast

Grafik 4°’de NT, ELISA 1 ve ELISA 2 yontem-
leriyle elde edilen sonuglar karsilagtirilmaktadir.
NT ile saptanan degerler 1.0 U/ml ve iizerindeki
diizeylerde ELISA 1 ile uyumlu bulunmakta,
1.0 IU/ml degerinin altinda ise, ELISA 1 ile
saptanan sonuglarin NT sonuclarina gore daha
yiiksek bulunduklar1 gézlenmektedir. ELISA 2
yonteminin sonuglar1 NT ile karsilastirildiginda
ise giivenilir sonuglarin elde edildigi sinur diize-
yin 1.0 IU/ml’den 0.5 IU/ml’ye diistiigii gbzlen-
mektedir.
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Grafik 4: Fare notralizasyon, ELISA 1 ve ELISA 2 test
sonuglarmin 10 tabanina gore logaritmik degerleri

NT, ELISA 1 ve ELISA 2 yontem sonuclarinin
karsilagtirmali korelasyon katsayilar1 Tablo 1°de
sunulmaktadir. NT ve ELISA 1 yonteminin 1.0
IU/ml ve iizerindeki antikor diizeylerinde olan
serum Orneklerinde korelasyon katsayisi
0.844602’dir. Aynit yontemlerin 1.0 IU/mI’nin
altindaki antikor diizeylerine sahip serumlarda
korelasyon katsayisi ise 0.37889°dir. NT ve
ELISA 2 korelasyon katsayisinin 0.5 IU/ml ve
tizerindeki antikor diizeylerine sahip serumlarda
korelasyon katsayisi tablo 1’deki en yiiksek de-
ger olan 0.959651°e ulastig1 gozlenmektedir.

TARTISMA

Tetanoz hastalig1 Clostridium tetani tarafindan
salinan potent bir ekzotoksin tarafindan olustu-
rulan noéromuskiiler disfonksiyon ile kendini
gosteren bir entoksikasyondur (4). Tetanoz has-
taligindan sonra genellikle bagisiklik meydana
gelmemektedir. Ciinkii hastalig1 olusturabilecek
toksin miktari, immun cevabi saglayacak mik-
tardan azdir (13). Asi, tetanoz toksoidi olup bazi
norolojik ve nadiren goriilen hipersensitivite
yan etkileri disinda kontrendikasyon tagima-
maktadir (14). Tetanoz hastalig1 acil miidahale
gerektirdiginden tani esas olarak oykii ve fizik

muayene ile konur, laboratuvar tanisina ragbet
edilmez. Bununla birlikte, serolojik testler sero-
surveyans caligmalarinda ve bu caligmalarin so-
nuglarinin as1 politikalarina yon vermede kulla-
nilmasinda onemlidir. Bu amagla fare notrali-
zasyon testi (NT), counter immiin elektroforez
(CIE), radioimmunoassay (RIA) ve enzyme
linked immunabsorbent assay (ELISA) gibi se-
rolojik yontemler kullanilir (8).

NT altin standart olup 0.001 IU/ml gibi diisiik
diizeydeki titrelerin Ol¢iilmesinde kullanilabilir,
buna karsilik canli hayvan gerektirdigi i¢in ter-
cih edilmemektedir (15,16). ELISA insan seru-
munda tetanoz antitoksininin saptanmasinda fa-
re notralizasyon testine alternatif olarak gelisti-
rilmistir (10). Test giivenilir, ucuz, hizli ve pra-
tik olup fazla sayida o6rnekle calisma olanagi
saglamas1 ve analizlerin kisa siirede sonuglan-
mas1 da avantajlar1 arasindadir. Yontemin en
onemli dezavantaji diisiik antikor diizeylerini
capraz reaksiyon veren antikorlar nedeniyle
saptayamamasidir (17).

Bu calismada 322 serum 6rnegi ELISA 1 yonte-
mi ile test edilmistir. ELISA 1 yonteminin so-
nuglar1 incelendiginde koruyucu olmayan dii-
zeyde antikor saptanan serum bulunmadig1 goz-
lenmigtir. Bu nedenle ve ELISA 1 yonteminin
giivenilirligini aragtirmak amaciyla bazi serum-
larda altin standart olan NT uygulanmis ve 1.0
IU/ml ve altindaki degerlerde ELISA 1 yonte-
minin iyilestirilmesi gerektigi saptanmisgtir.
ELISA testinin iyilestirilmesinde testi etkileyen
diger antikorlarin bloke edilmesinin yararl ola-
bilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle ELISA 2
yontemi ile teste baglarken ilk yikama asama-

Tablo 1. NT, ELISA 1 ve ELISA 2 test sonuclarinin serum titrelerine gore korelasyon katsayilari

Toplam >1.0 IU/ml <1.0 IU/ml >0.5 TU/ml <0.5 TU/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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sindan sonra plaklar 1 saat %0.5’lik BSA iceren
PBS ile muamele edilmistir. Ayrica nonspesifik
reaksiyonlarin dnlenmesi icin serum diliisyonla-
11 %0.5’lik BSA ve %0.05’lik Tween 80 iceren
PBS ile hazirlanmstur.

ELISA 2 test sonuglart NT test sonuglar ile kar-
silagtirildiginda iki test arasindaki uyumun goz-
lendigi antikor titre degerinin 0.5 IU/ml’ye diig-
tigli gozlenmektedir (Grafik 2). Bu sonug testte
yapilan degisikliklerin non-spesifik reaksiyon-
larin 6nlenmesinde kismen bagarili oldugunu
diisiindiirmektedir.

ELISA 1 ve ELISA 2 test sonuclarinin arasinda-
ki uyum incelendiginde 1.0 IU/ml ve iizerindeki
antikor titreleri acisindan iki test uyumlu iken,
bu degerin altindaki titrelerde uyumsuz oldukla-
r1 gozlenmektedir (Grafik 3). Grafik 2 goz
oniinde tutuldugunda bulgular ELISA 2 testinin,
diisiik antikor titrelerini saptamada daha basarili
oldugunu diisiindiirmektedir. ELISA 1 yontemi,
NT ile uyumlu oldugu yiiksek antikor titrelerin-
de ELISA 2 ile de uyumludur. Bu bulgu ise her
iki testin de yiiksek antikor titrelerini saptamada
giivenilir oldugunu gostermektedir.

Ug testin antikor titreleri, NT testi ile elde edi-
len antikor titrelerinin diisiikten biiyiige siralan-
digr grafikte, 1.0 IU/ml ve iizerinde tiim testler
uyumlu bulunurken, ELISA 2 ve NT nin uyum-
lu oldugu smirin 0.5 IU/ml’ye indigi ve yapilan
degisikliklerin basarili oldugu gézlenmektedir
(Grafik 4).

Testler arasindaki korelasyon katsayilart ince-
lendiginde, beklendigi gibi, ELISA 1’in 1.0
IU/ml’nin altindaki antikor titrelerinde NT ile
uyumsuz oldugu goriilmektedir. NT ile ELISA
2 arasindaki korelasyon katsayist 0.719651 sek-
lindedir. Bu deger ELISA 1’in korelasyon kat-
sayisindan diisiiktiir. Ancak 0.5 IU/ml ve iize-
rinde 0.959651 degerine ulagmaktadir. Bu bul-
gular ELISA 2’nin ELISA 1’e gore daha diisiik
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titreleri dogru olarak saptayabildigini diigiindiir-
mektedir. ki ELISA yontemi arasindaki kore-
lasyon katsayilar1 karsilastirildigr zaman ELISA
1’in 1.0 IU/ml ve iizerindeki antikor titrelerinde
ELISA 2 ile uyumlu oldugu, altindaki degerler-
de ise giivenilirliginin diisiik oldugu saptanmig-
tir (Grafik 2).

Bugiine kadar cesitli arastirmacilar tarafindan
yapilan ¢alismalarda diisiik diizeyde anti-teta-
noz antikorlarinin varliginda, NT ile ELISA tes-
ti sonuclarinin farklilik gosterebilecegi bildiril-
mektedir. Bunun nedeni ise ELISA’nin hem si-
metrik, hem de asimetrik (fonksiyonel olarak
monovalan) antikorlar1 saptamasi, NT nin ise
sadece notralizasyon kapasitesine sahip simetrik
antikorlar1 saptamasina baglanmigtir (18). Bu
calismanin sonuclar1 da bu goriisii desteklemek-
tedir.

Dokmetjian ve arkadaglarinin (19) gergeklestir-
digi bir calismada regresyon cizgisinden elde
edilen sonuclar incelendiginde fare notralizas-
yon testi ile 0.1 IU/ml’ye karsilik gelen ELISA
sonucunun bu degerden 2.22 kat yliksek oldugu
gozlenmis, bu bulgular diisiik toksin notralizas-
yon kapasitesine sahip asimetrik antikor iceren
serum ornekleri ile uyumlu bulunmustur. Bunun
nedeni olarak; toksine baglanmak i¢in simetrik
ve asimetrik antikorlarin yaristi§1 ancak asimet-
rik molekiillerin, antikorlarin paratoplarina siki-
ca baglanma kapasitesinde olmalarindan dolay1
simetrik antikorlarin baglanmasini engelleyerek
blokaja neden oldugu ve bunun sonucunda da
notralizan antikorlarin saptanmasinin engellen-
digi goriisli 6ne siiriilmektedir. Calismadan so-
nug olarak ELISA testinin, notralizan ve notrali-
zan olmayan antikorlar1 birbirinden ayirt ede-
medigi ve 0.222 IU/ml’nin altindaki titreleri ya-
kalamada basarisiz oldugu bulunmustur (19).
Bu calismadan elde edilen sonuglar da yine bul-
gularimizla uyumludur.
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Enfeksiyon riskinin degerlendirilmesinde 6zel-
likle, koruyucu titreye yakin antikor diizeylerin-
de, metotlarin giivenilirligi ¢cok 6nemlidir. Si-
monsen ve arkadaslarinin (20) bir caligmasinda
yiiksek ve orta diizeyde notralizan tetanoz anti-
kor iceren serum Orneklerinde ELISA ve NT
testlerinin uyumlu oldugu, 0.16 IU/ml’nin altin-
daki titreleri saptamada ise her iki test sonugla-
rinin uyumlu olmadigi saptanmigstir. Bu bulgu-
lar da bizim bulgularimiz ile uyumludur.

Sonug olarak ELISA yontemi pratik, otomatize
edilebilen, cok sayida 6rnegin birden c¢alisilabi-
lecegi, ucuz bir yontem olmast ve 0.5 IU/ml ve
tizerindeki antikor titrelerini saptamada giiveni-
lir olmasi1 nedeniyle kullanima uygun bir testtir.
Fare nétralizasyon testi ise canli hayvan ve de-
neyimli personel gerektirmesi, uzun zaman al-
masl, fazla miktarda serum gerektirmesi gibi
nedenlerle ¢ok sayida ornegin calisilabilmesi
icin uygun bir test olarak kabul edilmemektedir
2.

ELISA 2 yontemi ile olgiilebilen en diisiik anti-
kor titresi 0.5 IU/ml’dir. Bu titrenin koruyucu
olmayan antikor titresi olan 0.01 IU/ml ve alti-
na inebilmesi i¢in bagka tekniklerin iizerinde
calisilmasi gereklidir.

Iletisim / Correspondence

Cemile Sénmez

Refik Saydam Hifzisthha Merkez Bagkanlig1
Salgin Hastaliklar Aragtirma Miidiirligii
Cemal Giirsel caddesi No:18

Sihhiye - Ankara

Tel: 0312 458 23 74

e-mail: cemilesonmez2004@yahoo.com

Kaynaklar

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Tekeli E. Tetanoz. In: Topcu W, Soyletir G, Doganay
M eds. Infeksiyon Hastaliklar1. 1. basim. Istanbul: No-
bel Tip Yayinlar1 1996:903-8.

Sipahioglu U, Ozek U. Tetanozda prognoz ve progno-
za etki eden faktorler. Infek Derg 1990; 4:591-6.

Onul B. Infeksiyon Hastaliklar1. 1. baski. Ankara:
A.U.TF. yaymlari, 1953:669-714.

Sozen T. Tetanoz hastaliginda mortaliteye etki eden
faktorler. Ankara Tip Mecmuasi1 1988; 41:95-104.

Barlett JG. Clostridium tetani. In: Gorbach SL, Bart-
lett JG, Backlow NR eds. Infectious Diseases. Was-
hington DC: Saunders Company 1992:1580-2.

Birengel S. Klostridial infeksiyonlar. X. Tiirk Klinik
Mikrobiyoloji ve Infeksiyon Hastaliklar1 Kongresi Ki-
tab1; 15-19 Ekim 2001; Adana: Tiirkiye 2001: 122-6.

Chaudhry R, Dhawan B, Mohanty S. Tetanus in the el-
derly: a forgotten illness. The Lancet 2001; 357:1805.

Atabey N, Gokoglu M. Cesitli yas gruplarinda tetano-
za kars1 saptanan antitoksin diizeyleri. Mikrobiyoloji
Biilt 1990; 24:133-40.

Sesardic D, Corbel M. Testing for neutralising potenti-
al of serum antibodies to tetanus and diphtheria toxin.
The Lancet 1992; 340:737-8.

Moire E, Valleria A, Seagroatt and Johanna T. Acom-
parison of enzyme-linked immunosorbent assay (ELI-
SA) with the toxin neutralization test in mice as a met-
hod for the estimation of tetanus antitoxin in human
sera. J Biol Stand 1983; 11:137-44.

Gentili G, Pini C, Collotti C. The use of an immuno-
enzymatic assay for the estimation of tetanus antitoxin
in human sera: a comparison with seroneutralization
and indirect haemagglutination. J Biol Stand 1985;
13:53-9.

Coplu N, Esen B, Gozalan A, et al. Tetanus antibody
assay combining in-house ELISA and particle aggluti-
nation test and its serosurvey application in a province

in Turkey. Japanese Journal of Infectious Diseases
2004; 57:97-102.

Akyol G, Baysal B. Toplumun cesitli gruplarinda teta-
noza karsi antitoksin seviyelerinin arastirtimasi. Mik-
robiyol Biilt 1994; 28:365-9.

Hacibektagoglu A, Pahsa A, Serbest S, Barut A, Demi-
roz P. Tetanoz asis1 yapilanlarda tetanoz antitoksin dii-
zeylerinin arastirtlmasi. Tiirk Hij Den Biyol Dergi
1991; 48:181-9.

Aggerbeck H, Pederson B, Heron I. Simultaneous qu-
antitation of diphteria and tetanus antibodies by double
antigen, time resolved fluorescence immunoassay. Jo-
urnal of Immunological Methods 1996; 190:171-83.

265



16. Ramshorst V. Titration of Diphteria and Tetanus Anti-
toxins in Sera of Low Titre. Bull Wld Health Org
1971; 45:213-8.

17. William P. Fundamental Immunology. 2nd ed. Lon-
don:Raven Pres,1998:331-4.

18. German M, Bizini B, German A. Immunity to tetanus:
tetanus antitoxin and anti-BIIb in human sera. Journal
of Biological Standardization 1987; 15:223-30.

19. Dokmetjian J, Vale C, Calcagno M. A possible expla-
nation fort he discrepancy between ELISA and neutra-
lizing antibodies to tetanus toxin. Vaccine 2000;
18:2698-703.

266

C. Sonmez, N. Coplii, B. Esen

20. Simonsen O, Bentzon W, Heron I. ELISA for the ro-
utine determination of antitoxic immunity to tetanus.
Journal of Biological Standardization 1986; 14:231-9.

21. Pelczar M, Chan E, Krieg N. Microbiology Concepts
and Applications.1st ed. London: Education press,
1986:527-55.





