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İFA üsulu spesifik antigen-anticisim kompleksinin aşkarlanması məqsədilə bu kompleksin fermentlə nişanlanmış konyuqat və ferment substratı istifadə etməklə rənglənməsinə əsaslanır. Antigen-anticisim kompleksi spesifik olduğu üçün məlum antigenlə nümunələrdəki anticisimlərin varlığını ,növünü,miqdarını;anticisim məlum olduqda isəbununla nümunələrdəki antigenlərin növüünü və miqdarını təyin edə bilərik. iFA üsulunun müxtəlif formaları tətbiq olunur.
                        * Müqayisəli və müqayisəsiz ELİSA
		    * Sandiviç ELİSA
                       *  makro və mikro ELİSA
		    * avidin-biotin əlavəli ELİSA
	Aşağıdakı nümunədə qan zərdabında anticisimləri axtarmaq üçün aparrılan dolayı mikro ELİSA testinin mərhələləri göstərməklə bu testin əsas mahiyyəti açıqlanmışdır. Patoloji matrealda antigenin axtarılması baxımından üsulun fərqli cəhətləri isə hər mərhələdə ayrıca(mötərizənin içərisində) göstərilmişdir.

1. Bərk faza kimi 96 çuxurlu,çuxurcuqların dibi yastı olan plastik lövhələr istifadə olunur. Bərk fazaya məlum antigen hopdurulur. Bərk fazaya antigen birləşdiyi üçün hazırlanan ELİSA lövhəsi ilə qan zərdabı nümunələrində bu antigenə qarşı spesifik anticisimlərin varlığı aşkarlanır.

2. Pataloji materialda antigenin axtarılması məqsədilə isə(məs. Qan zərdabında HbsAg)bərk fazaya antigenə qarşı spesifik olan anticisim hopdurulur.
3. Antigen birləşmiş çuxurlara zərdab nümunələri əlavə olunaraq otaq temperaturunda və ya 37 C –də müəyyən müddət saxlanılır. Inkubasiyanın sonunda çuxurlara əlavə olunmuş zərdab nümunələri tökülərək çuxurlar bufer məhlulu ilə yuyulur. Çuxura əlavə olunan zərdabın içərisində  spesifik anticism olduqda bərk fazadakı antigenlə birləşdiyi üçün yuyulma prosesində kənarlaşa bilmir. Çuxura əlavə olunan zərdab nümunəsində spesifik anticisim yoxdurdsa bərk fazadakı antigenlə birləşmə baş vermir və yuyulma prosesi ilə əlavə olunan zərdab nümunəsi tamamilə təmizlənmiş olur. 

4. Anticisim hopdurulmuş çuxurlara əlavə olunan pataloji material nümunəsinin içərisində antigen olduqda isə bərk fazadakı anticisimlə birləşəcəyi üçün burada da yuyulma prosesi ilə antigen kənarlaşdırıla bilinmir.

5. Bərk fazadakı antigenlə birləşmiş olan İg G quruluşundakı anticisimi təyin etmək məqsədilə cuxurlara Fc fraqmenti fermentlə nişanlanmış anti-İgG anticisimi əlavə olunur. Bərk fazadakı antigenə birləşmiş olan İGM quruluşundakı anticisimləri təyin etmək üçün isə üzərinə fermentlə nişanlanmış anti-İgM anticisimi əlavə olunur. Fermentlə nişanlanmış anti-İgG və ya anti-igM anticisimi konyuqat kimi qəbul edilir. Konyuqatın tərkibinə əsasən peroksidaza fermenti əlavə olunur. Lakin qələvi fosfataza,qlukoza oksidaza,beta-D qalaktozidaza kimi başqa fermentləırda  nişanalnma üçün istifadə olunur. Bu mərhələdə çuxurlara konyuqat əlavə olunduqdan sonra lövhələr müəyyən müddət saxlabılır. Inkubasiyanın sonunda çuxurlara əlavə olunan konyuqat tökülür və bufer məhlulu ilə ikincili yuyulma prosesi aparılır. Əlavə olunmuş konyuqat bəırk fazadakı antigenlə birləşmiş spesifik anticisimlə birləşdiyi üçün yuyulma prosesində çuxurdan kənarlaşdırılmır.

6.  Bərk fazaya anticisimin hopdurulması ilə patoloji matrealda antigenin axtarılması üçün aparılan testin buu mərhələsində isə konyuqat kimi fermentlə nişanlanmış və antigenə spesifik anticisim əlavə olunur. əlavə olunan konyuqat bərk fazadakı anticisimlə birləşmiş antigenə fiksə olunduğu üçün yuyulma prosesi ilə mühitdən kənarlaşdırıla bilinmir

7. Ikinci yuyulma prosesindən sonra mühitdə birləşmiş konyuqatın görünməsi  məqsədilə çuxurlara konyuqatlardakı fermentə uyğun substrat və reaksiyanın görqünən hala gəlməsi üçün xromogen  tərkibli qarışıq əlavə olunur. MƏsələn: konyuqatdaki ferment peroksidaza fermenti isə,ferment substrati kimi tərkibində ortofenili diamino benzidin və ya tetrametil benzidin kimi xromogen maddə olan hidrogen peroksid istifadə edilir. Çuxurlara əlavə olunmuş rəngsiz ferment substarti müəyyən bir müddətdən sonra konyuqatdakı fermentin təsirilə rənglənir. Məsələn.,ferment substarti kimi istifadə olunan H2O2+OPD qarişığı sarı rəngə çevrilir. Fermentin aktivliyini dayandırmaq  məqsədilə H2SO4 əlavə olunur və əmələ gələn rəngin tundlüyü  ELİSA oxuyucusunda müvafiq filtr istifadə olunaraq qiymətləndirlir. Çuxurlarda əmələ gələn rəngin tündlüyü qan zərdabı nümunəsindəki anticisimin miqdarı ilə düz mütanəsibdir.

Qan zərdabında bərk fazaya hopdurulmuş antigenə spesifik anticisim yoxdursa  3 cü mərhələdə əlavə olunan kunyuqatin mühitlə birləşməsi mümkün olmadığı üçün  ikinci yuyulma prosesi ilə atılır və çuxura ferment substrartı əlavə olunduğu halda rənglənmə baş vermir.
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