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ÖZET 
 
Amerikan Ulusal Metroloji Enstitüsü, NIST tarafından organize edilen bu uluslararası karşılaştırmada 
ELISA yönteminin farklı laboratuvarlar tarafından uygulanabilirliğinin değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 
Ulusal Metroloji Enstitüleri arasında düzenlenen bu çalışmada kardiyak biyobelirteç Troponin I (cTnI) 
protein miktarının, Troponin Standart Referans Malzemesi kullanılarak immünolojik test yöntemi 
ELISA ile kantitatif ölçümü yapılmıştır. Ölçüm sonuçları, belirsizlik bütçeleri oluşturularak hesaplanan 
belirsizlik değerleri ile birlikte verilmiştir. 
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ABSTRACT 
 
The international comparison study that was organized by The National Institute of Standards and 
Technology, NIST, aims to investigate the applicability of the ELISA method in different laboratories. 
By using Cardiac Troponin I standard referans material, a cardiac biomarker Cardiac Troponin I 
protein concentration of uknown samples were measured quantitatively with a immunological test 
method, ELISA, which is a simple, powerful immunological technique. The measurement results of 
cTnI protein were given with calculated uncertainty budgets. 
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1. GİRİŞ 
 
Hastalıkların erken teşhis ve tedavisinde en doğru veriye en kısa zamanda ulaşmak büyük önem 
taşımaktadır. Biyobelirteç olarak bilinen, belli bir hastalıkta özel olarak salgılanan ya da miktarında 
artış görülen biyomoleküllerin miktarı, erken teşhis ve hastalığın takibinde önemlidir [1]. Bu 
moleküllerin miktar tayini için geliştirilen biyolojik tanı yöntemlerinden antikor-antijen etkileşimini temel 
alan immünolojik test yöntemi, kullanımı en yaygın tekniktir. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent 
Assay), antikor-antijen etkileşimine dayalı kantitatif immünolojik test yöntemi olup her moleküler 
biyoloji ve klinik laboratuvarda yapılabilecek basit ve hassasiyeti yüksek bir tekniktir.  
 
Bunlara ek olarak, yapılan testlerin sonuçlarının doğru yorumlanması için standart referans 
malzemelerin (SRM) varlığı büyük önem taşımaktadır. SRM üretimi, test yöntemleri geliştirilmesi ve 
bunların izlenebilirliğinin sağlanması ulusal metroloji enstitüleri tarafından yapılmaktadır. Bu amaca 
yönelik yapılan çalışmalardan bir tanesi ise uluslararası karşılaştırmalardır. TÜBİTAK Ulusal Metroloji 
Enstitüsü (UME) olarak Amerika Ulusal Metroloji Enstitüsü (NIST) tarafından düzelnenen P58.1: 
“İmmünolojik test yöntemiyle (ELISA) kardiyak troponin I (cTnI) proteininin nicel ölçümü” başlıklı 
karşılaştırmaya katılım sağlandı.  
 
Çalışma sonunda, cTnI SRM’I ile çizilen standart eğri denklemi kullanılarak hesaplanan bilinmeyen 
örneklerdeki cTnI miktarı bulunup, belirsizlik bütçesi oluşturularak çıkan sonuçlara belirsizlik değerleri 
eklendi (Tablo 1.).  
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2. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) 
 
cTnI protein miktarı tayini immunolojik test yöntemlerinden sandviç ELISA protokolü kullanılarak 
yapıldı. Deney iki günde gerçekleştirilmiş olup işlem basamakları aşağıdaki gibidir:  
 

- İlk gün, ortamda bulunan cTnI moleküllerini tutmakla görevli yakalayan antikor, 96 kuyucuklu 
mikroplakalara eklendi ve gece boyunca +4˚C’de bekletildi.  

- İkinci gün plakaların tabanına tutunmayan fazla antikorlar yıkama solüsyonu ile yıkandıktan 
sonra bloklama solüsyonu eklenip 90 dakika oda sıcaklığında mikroplaka çalkalayıcıda 30 rpm 
hızda çalkalandı. Yıkama solüsyonu ile yıkandıktan sonra gravimetrik yöntemle tartılan 
örnekler ve standartlar, eşit miktarda yakalayan antikorlar üstüne eklenip 30˚C’de 60 dakika 
mikroplaka çalkalayıcıda 30 rpm hızda çalkalandı. Yakalayan antikor-cTnI molekülü 
immünokompleksini tanıyan, ucunda alkalan fosfataz enzimini taşıyan algılama antikoru 
reaksiyon karışımına eşit miktarda eklendi ve 60 dakika 30˚C’de 30rpm hızda çalkalandı. 
Ortama 4-MUP substratı eklendi ve 30 dakika 30˚C’de bekletilen örneklerde alkalan fosfotaz 
enzimi 4-MUP’deki fosfatı kesmesiyle ortaya çıkan floresan ışıması DTX 880 Multimode 
Okuyucu cihazında ölçüldü.  

 
 
3. SONUÇ 
 
Ölçüm sonunda standart solüsyonlardan elde edilen değerlerle, her bir örnek için iki farklı günde 
stardart eğri oluşturulmuş bilinmeyen örneklerdeki cTnI protein miktarı bu standart eğrilere göre 
hesaplanmıştır. Buna göre bilinmeyen örneklerin derişimi Örnek1 için 733 ng/L , Örnek2 için 2097 ng/L 
ve Örnek3 için 9157 ng/L olarak ölçülmüştür.  
 

Ayrıca her bir örnek için belirsizlik bütçeleri oluşturulmuştur. Buna göre cTnI proteininin miktar tayini 
için belirsizlik bileşenleri: Stok çözelti belirsizliği, kalibrasyon eğrisinden gelen belirsizlik ve 
tekrarlanabilirlikten gelen belirsizlik olarak belirlenmiştir.  

 

Deney sonunda elde edilen derişimler için birleşik standart ölçüm belirsizlik değerleri yukarıda 
belirtilen her bir belirsizlik bileşeni kullanılarak Tablo 2’de verilen denkleme göre hesaplanmıştır. 
Genişletilmiş ölçüm belirsizliği ise % 95 güven aralığı için kapsam faktörü olan k=2 ile çarpılarak 
hesaplanmıştır. 
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cTnI Miktarı 

Ortalama 
(ng/L) 

Belirsizlik 
Değeri  (ng/L) 

% Belirsizlik 
Değeri 

ÖRNEK 1 733 119 16 
ÖRNEK 2 2097 677 32 
ÖRNEK 3 9157 2702 29 

 
Tablo 1. Bilinmeyen örneklerdeki cTnI miktarı ve belirsizlik değerleri. 
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