İmmunoferment analiz(İFA)
Immunoferment analiz (IFA) fermentlərlə nişanlanmış anticisimlərin 
köməyilə müvafiq antigenin aşkar edilməsinə əsaslanır.Nişanlamaq 
məqsədilə daha çox peroksidaza,qələvi fosfataza və s. fermentlərdən 
istifadə edilir.Nişanlanmış anticisimlər müvafiq antigenlərlə birləşdikdən 
sonra əmələ gəlmiş antigen-anticisim kompleksini fermentə görə təyin 
edirlər.Bunun üçün reaksiyaya fermentin parçalaya biləcəyi substrat və 
parçalanma nəticəsində əmələ gələn maddəni təyin etmək üçün 
indikator əlavə edilir.Substrat fermentlə parçalandığı təqdirdə indikatorun
rəngi dəyişilir və rəng dəyişikliyinin intensivliyi antigen-anticisim 
molekulunun miqdarı ilə düz mütənasib olur.Reaksiya nəticəsində əmələ 
gəlmiş rəng dəyişiklikliyi kolorimetrik üsulla qiymətləndirilir.Reaksiyanın 
komponentlərindən birini-antigen,yaxud anticismi bərk 
daşıyıcıya,məsələn,polistirol planşetin çuxurcuğuna sorbsiya etməklə 
aparılan bərkfazalı İFA daha çox istifadə edilir.
Anticismi təyin etmək üçün istifadə edilən bərkfazalı İFA zamanı 
planşetin çuxurcuğuna məlum antigen sorbsiya edilir.Planşetin 
çuxurcuğuna ardıcıl olaraq xəstənin qan zərdabı,fermentlə nişanlanmış 
antiqlobulinzərdab və fermentin parçalayacağı substrat və xromogen 
əlavə edilir.Hər dəfə növbəti komponent əlavə edildikdən 
sonra,birləşməmiş reagentlər diqqətlə yuyulmaqla çuxurcuqdan 
kənarlaşdırılır.Reaksiya müsbət olduqda xəstənin qan zərdabında olan 
anticisimlər antigenlə birləşərək çuxurcuğun divarında qalır və fermentlə 
nişanlanmış antiqlobulin anticisimləri də özünə birləşdirərək burada 
saxlayır.Sonda əlavə edilmiş substrat fermentin təsirilə parçalanır,əmələ 
gəlmiş maddə indikatorun (xromogenin) rəngini dəyişir.
Antigeni təyin etmək üçün istifadə edilən bərkfazalı İFA zamanı isə 
 planşetin çuxurcuğuna məlum anticisim sorbsiya edilir.
İFA üsulu ilə müxtəlif (müqayisəli və müqayisəsiz ELİSA,sandviç 
ELİSA,makro- və mikro-ELİSA,avidin-biotin əlavəli ELİSA üsulu) 
tətbiq olunur.
Aşağıdakı nümunədə qan zərdabında anticisimləri axtarmaq üçün 
aparılan dolayı mikro-ELİSA testinin mərhələlərini göstərməklə bu testin 
əsas mahiyyətini açıqlanmışdır.
Patoloji materialda antigenin axtarılması baxımından üsulun fərqli 
cəhətləri isə ayrıca göstərilmişdir:
1.Bərk faza kimi 96 çuxurlu,çuxurcuqlarının dibi yastı olan plastik 
lövhələr istifadə olunur.Bərk fazaya məlum olan antigen hopdurulur.Bərk 
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fazaya antigen birləşdiyi üçün hazırlanan ELİSA lövhəsi ilə qan zərdabı 
nümunələrində bu antigenə qarşı spesifik anticisimlərin varlığı araşdırılır.
1.a.Patoloji materialda antigenin axtarılması məqsədilə isə bərk fazaya 
antigenə spesifik olan anticisim hopdurulur.
2.Antigen birləşmiş çuxurlara zərdab nümunələri əlavə olunaraq otaq 
temperaturunda və ya 37oC-də müəyyən müddət saxlanılır.İnkubasiyanın
sonunda çuxurlara əlavə olunmuş zərdab nümunələri tökülərək çuxurlar 
bufer məhlulu ilə yuyulur.Çuxura əlavə olunan zərdab nümunəsində 
spesifik anticisim olduqda bərk fazadakı antigenlə birləşdiyi üçün 
yuyulma prosesində kənarlaşdırıla bilmir.Çuxura əlavə olunan zərdab 
nümunəsində spesifik anticisim yoxdursa bərk fazadakı antigenlə 
birləşmə baş vermir və yuyulma prosesi ilə əlavə olunan zərdab 
nümunəsi tamamilə təmizlənmiş olur.
2.a.Anticisim hopdurulmuş çuxurlara əlavə olunan patoloji material 
nümunəsinin içərisində antigen olduqda isə bərk fazadakı anticisimlə 
birləşəcəyi üçün burada da yuyulma prosesi ilə antigen kənarlaşdırıla 
bilmir.
3.Bərk fazadakı antigenlə birləşmiş olan İgG quruluşundakı anticismi 
təyin etmək məqsədilə çuxurlara Fc fraqmenti fermentlə nişanlanmış 
anti-İgG anticismi əlavə olunur.Bərk fazadakı antigenə birləşmiş olan İgM
quruluşundakı anticisimləri təyin etmək üçün isə üzərinə fermentlə 
nişanlanmış anti-İgM anticismi əlavə olunur.Fermentlə nişanlanmış anti-
İgG və ya anti-İgM anticisimləri konyuqat kimi qəbul edilir.Konyuqatın 
tərkibinə əsasən peroksidaza fermenti əlavə olunur (horse radich 
peroxidase).Lakin qələvi fosfataza,qlukoza oksidaza,beta D-
qalaktozidaza kimi başqa fermentlər də nişanlama üçün istifadə 
olunur.Bu mərhələdə çuxurlara konyuqat əlavə olunduqdan sonra Lövhələr müəyyən müddət saxlanılır.İnkubasiyanın sonunda çuxurlara 
əlavə olunan konyuqat tökülür və bufer məhlulu ilə ikinci yuyulma prosesi
aparılır.Əlavə olunmuş konyuqat bərk fazadakı antigenlə birləşmiş 
spesifik anticismə birləşdiyi üçün yuyulma prosesində çuxurdan 
kənarlaşdırılmır.
3.a. Bərk fazaya anticismin hopdurulması ilə patoloji materiallarda 
antigenin axtarılması üçün aparılan testin bu 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.
4.İkinci yuyulma prosesindən sonra mühitdə birləşmiş konyuqatın 
görünməsi məqsədi ilə çuxurlara konyuqatlardakı fermentə uyğun 
substrat və reaksiyanın görünən hala gəlməsi üçün xromogen tərkibli 
qarışıq əlavə olunur.Məsələn konyuqatdakı ferment peroksidaza 
fermentidirsə,ferment substratı kimi tərkibində ortofenilen diamino 
benzidin (OPD) və ya tetrametil benzidin (TMB) kimi xromogen maddə 
olan hidrogen peroksid istifadə olunur.Çuxurlara əlavə olunmuş rəngsiz 
ferment substratı müəyyən bir müddətdən sonra konyuqatdakı fermentin 
təsirilə rənglənir.Məsələn,ferment substratı kimi istifadə olunan 
H2O2+OPD qarışığı sarı rəngə çevrilir.Fermentin aktivliyini dayandırmaq 
məqsədilə H2SO4 əlavə olunur və əmələ gələn rəngin tündlüyü ,(optik 
sıxlığı) ELİSA oxuyucusunda müvafiq filtr istifadə olunaraq 
qiymətləndirilir.Çuxurlarda əmələ gələn rəngin tündlüyü qan 
zərdabındakı anticismin miqdarı ilə düz mütənasibdir.
Qan zərdabında bərk fazaya hopdurulmuş antigenə spesifik anticisim 
yoxdursa,3-cü mərhələdə əlavə olunan konyuqatın mühitlə birləşməsi 
mümkün olmadığı üçün ikinci yuyulma prosesi ilə atılır və çuxura ferment
substratı əlavə olunduğu halda rəngləmə baş vermir.Lövhədəki bəzi 
çuxurlara miqdarı məlum olan standart anticisim əlavə olunarsa bu 
çuxurlardan əldə edilən optik sıxlıq əyrisi ilə tərkibi məlum olmayan 
nümunələrdəki anticisimlərin miqdarı təyin oluna bilər.
4.a. Bərk fazaya anticisim bağlanaraq nümunənin içərisində antigenin 
axtarılması üçün aparılan testdə də əmələ gələn rəng nümunədəki 
antigenin miqdarı ilə düz mütənasibdir.
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