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IMMUNOKROMATOGRAFIK KART TESTLERIN GALISMA
PRENSIBI VE URETIM TEKNIKLERI

Working Principle and Production Techniques of the
Immunochromatographic Card Tests

OZET

Immiinokromatografik kart testler diisiik maliyetli, uzun raf émiirlii, yiiksek duyarlilik ve
secicilige sahip, diisiik dedeksiyon limiti tastyan, hizli sonug verebilen ve tiim diinyada yaygin
olarak kullanilan testlerdir. Siklikla gebelik testi amacl kullanilmakla birlikte gida giivenligi,
uyusturucu tarama testleri, mikrobiyolojik tan1 testleri gibi oldukc¢a genis alanlarda da kullanimi
s6z konusudur. Testte kullanilan nanopartikiiller sayesinde analiz sonucu gézle goriilebildiginden
cogu zaman ek bir cihaza gerek duyulmamaktadir. Bu testler siklikla kalitatif bir yontem olarak
kullanilir. Ancak ayni teste farkli dedeksiyon limitlerine sahip birden fazla test bolgesi eklenerek
yari kantitatif testler olarak da kullanilmaktadirlar. Bu testlerde esas olarak yiiksek secicilige
sahip antijen-antikor reaksiyonu kullanildigindan, dogruluk oranlari genel olarak %98’in
tizerinde olmaktadir. Sandvi¢ ve yarigmali model olmak iizere 2 farkl: tipi bulunur.

Bu derlemeyle, “gebelik testi nasil ¢alisir?” veya “yeni bir kart test nasil tiretilir?” gibi sorulara
cevap bulunmasinin yani sira, yeni bir immiinokromatografik kart test tiretmek isteyenler i¢in
yol gosterici olmak amaglanmistir. Calismanin kendi konusunda Tiirk¢e olarak yazilmis ilk
derleme oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: immiinokromatografik kart test, analiz testi gelistirme, test calisma
prensibi.

ABSTRACT

The lateral flow immunoassays have low cost, long shelf life, high precision and selectivity, a
low detection limit. These tests can give quick results and are used all over the world. Lateral
flow immunoassays can be used in wide area such as pregnancy test, drug screening tests,
microbiological diagnostic tests and food safety tests. A person can see the results of these tests
clearly with eyes so there is no need for any other analysis machine in order to see the results.
These tests are usually used as a qualitative method but if we add most test lines that have
different detection limits at the same test, we can obtain half quantitative tests. Antigen-antibody
reactions that have a specificity are used mainly at these tests so their accuracy rates are over
%98. There are two types as sandwich model and competitive model.

A person that read this article can answer questions that “how a pregnancy test works?” or “how
can we make a new lateral flow immunoassay?”. In addition we hope that this article can help
people who try to do new lateral flow immunoassays. For our researches, this article is the first
article about card tests in Turkish.

Key words: Lateral flow immunoassay, development of analytic test, working principle of test.

GIRIS

Zaman ilerledikge teknoloji gelismekte, artan insan niifusuna paralel olarak toplumun ihtiyaclar
da artmaktadir. Ozellikle teknolojinin geligmesiyle hayatimiza daha ¢ok kimyasal madde
girmektedir. Cevresel toksinler, gidalar, gida katkilari, kozmetikler, ilaglar, pestisitler, sanayi
atiklar glin gegtikge insan hayatini daha fazla etkilemektedir. Ayrica zamanla hastaliklar daha
iyi taninmakta, tedavi olanaklari da artmaktadir. Tiim bu gelismeler sonucu insanligin daha fazla
analiz ihtiyaci ortaya ¢ikmaktadir. Buna paralel olarak da hizli sonug veren ve kolay kullanilan
baz1 analiz yontemlerinin kullanim alan1 yayginlagsmaktadir. Bu amagla en sik kullanilan analiz
araglar1 arasinda immiinokromatografik testler bulunmaktadir. Bu testler icinde gozle goriilerek
sonucu yorumlanan immiinokromatografik kart testler en popiiler olanlaridir. Ekonomisi ¢ok
gliclii olmayan toplumlarda ucuz olmalari, kolay kullanilmalari ve laboratuvar ekipmanlari
gerektirmemeleri nedeniyle bu testlere daha fazla ihtiya¢ duyulmaktadir (1).
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Immiinokromatografik kart testlerin isimlendirilmesi konusunda
maalesef ortak bir konsensiis bulunmamaktadir. Bu derlemede
kullanilan “immiinokromatografik kart test” ve ayni amagla
kullanilan “kart test” isimleri de buna dahildir ve dilimizde ortak
bir terminoloji bulunmamaktadir. Giinliikk hayatta kart test,
immiinokromatografik kart test, immiinokromatografik test,
kromatografik kart test, dip test, dipstik test, dipkart test, strip test,
yanal akis testi gibi farkli adlar kullanilmaktadir. Ingilizce olarak
ise; “lateral flow assay, lateral flow immunoassay, lateral flow
biosensor, lateral flow sensor, lateral flow
immunochromatographic test, point-of-care test, dipstick test,
rapid test, immunoassay rapid test, rapid diagnostic test” gibi bazi
adlarla bilinmektedir (1-5). Mevcut teknolojide yapilan ufak
degisiklikler sonrasi ortaya ¢ikan yeni tiriinler de isimlendirmeyi
arttrmaktadir (immiin floresan testler gibi) (6).

[lk kagit tabanli analitik prosediir kromatografi kagididir. Bunu
icat eden Martin ve Synge isimli bilim adamlari, 1952 yili Nobel
kimya 6diiliine layik goriilmiislerdir (7). 1953 yilinda Clark ve
ark. tarafindan ilk tanmimlanmasi sonrasinda giliniimiize kadar
bircok biyosensor yagantimizda yerini almistir (8). Halk arasinda
gebelik testi amaciyla kullaniminin oldukc¢a yayginlagmasi
neticesinde ise immiinokromatografik kart testler tim diinyada
oldukga popiiler hale gelmistir. Giiniimiizde gebelik testi diginda,
uyusturucu tarama testleri, gida giivenlik testleri, mikrobiyolojik
tant testleri, toksin testleri, organ yetmezligi testleri, veterinerlikte
hastalik teshisi gibi bircok alanda yaygin bir sekilde kullanilirlar
(9-16).

Bu testler saglik alaninda da oldukga sik olarak kullanilmaktadir.
Gelismis tilkelerce kabul edilen bu test yonteminin daha kullanigl
ve giivenilir olabilmesi i¢in Diinya Saglik Orgiitii’niin bazi
kriterleri vardir: “Affordable, sensitive, specific, user-friendly,
robust and rapid, equipment-free, deliverable to those who need
the test” kriterlerinin bas harflerinden olusan “ASSURED” yani
“kendinden emin” kelimesi ile bu testlerin karsilamasi gereken
kriterler ifade edilmistir. Bu kriterler 6zetle; “ulasilabilir, duyarli,
6zgiil, kullanim: kolay, kesin ve hizli sonu¢ veren, cihaz
gerektirmeyen, toplumda ihtiya¢ duyulan” 6zelliklere sahip olmak
seklinde ifade edilebilir (7).

Immiinokromatografik kart testlerin, bilinen kaset sekilleri digimda
kullanim amacina bagl olarak gelistirilmis farkli tasarimlari da
bulunmaktadir. Dipstik ve bardak testleri buna o6rnektir. Bu
testlerin tibbi tan1 ve 6zellikle uyusturucu tarama testi amacl
olarak kullanim1 oldukga yaygindir. Testler kisilerin idrarinda
yapildigindan, testin idrar i¢ine daldirilmas ile yapilan “dipstik”
testler, “daldirma testi” ismiyle de bilinmektedir. Birden fazla
seridin yan yana eklenmesiyle, bircok maddeyi ayni anda analiz
eden panel sekilleri de bulunmaktadir. Ayrica kart test seritlerinin
bardak kapagina entegre edilmesi ile elde edilen “bardak test”
seklinde uygulamalart da bulunmaktadir (17-18).

AVANTAJLARI VE DEZAVANTAJLARI
Immiinokromatografik kart test kullamminin az sayida
dezavantajia karsin, birgok avantaji bulunmaktadir. Baslica
avantajlar1 yiiksek duyarliliga ve segicilige sahip olmalari,
tretiminin kolay olmasi, diisiik maliyetli olmalari, testlerin tek
olarak uygulanabilmesi, cihaza gerek duyulmamasi, sahada
gerceklestirilebilmesi, raf Omriiniin uzun olmasi, analiz
metodunun kolay uygulanmasi ve 6zel egitim gerektirmemesi,
sonucun gozle goriilebilir olmasi, uzman kisilere gerek
duyulmaksizin herkes tarafindan uygulanabilecek kadar kolay
olmasi, sonuglarin giivenilirliginin yiiksek olmasi, molekiiller
disinda tam hiicre ve niikleik asit yapilarinin analizi i¢in de
kullanilabilmesidir (1, 19). Dezavantajlart ise tam kantitatif
uygulamasinin  olmayist, kullanicilar arasinda sonuglarin
yorumlanmasinda farkliliklar olabilmesi, ¢ok kii¢iik voliimlerin
analizde yetersiz kalmasi, serit bagina tek bir analitin 6lciilebilmesi
ve sadece sivi numuneler i¢in kullanilabilmesidir (1, 19).

C

Plastik Easer

Sekil 1: immiinokromatografik kart testlerin genel goriiniimii:
A; paketli goriiniim, B; paket icerigi, C; plastik kapak agilmis
goriiniim, D; i¢ seridin goriiniimii ve boliimleri.

IMMUNOKROMATOGRAFIK KART TESTLERIN YAPISI
Immiinokromatografik kart testler genelde serit yapisinda
iretilirler. Siklikla eni 4-6 mm, boyu 6-7 cm, kalinlig: ise 1-2
mm’dir. Kapiller akim prensibine gore ¢aligtigindan bu boyutlar
genelde benzerdir. Immiinokromatografik kart testlerin yapisinda
dikkat ¢eken boliimler genel olarak asagida yer almaktadir (1, 20,
21) (Sekil 1):

1-Plastik taban ve kaset kapak

2-Numunenin damlatildigi ve seliiloz yapilt “numune pedi”
3-Renkli molekiil ve antikorlarin bulundugu, reaksiyonlarin
gergeklestigi fiber glass yapili “reaksiyon pedi”

4-Kapiller akimin gerceklestigi ve sonucun izlendigi nitroseliiloz
membran

5-Test ¢izgisi ve kontrol ¢izgisi

6-Artan numunenin biriktigi seliiloz yapili “atik pedi”.

Immiinokromatografik kart testlerin iistii plastik kaset kapak ile
kapalidir ve sadece numune damlatma alani ile goézlem penceresi
alan1 aciktir. Bu nedenle sadece bu alanlar gozle goriilebilir.
Numune damlatma alanimnin hemen altinda numune pedi
bulunmaktadir ve damlatilan numune &ncelikle bu pedde birikir.
Numune, bu pedin sivi tutma kapasitesinden fazla
damlatildigindan sivi bu pede temas eden konjugasyon pedine
dogru ilerler. Konjugasyon pedinin iizeri kapalidir ve renkli
molekiiller bu pedde bulunur. Konjugasyon pedine gelen sivi
numune buradaki molekiillerle reaksiyona ugrar, bu peddeki
molekiilleri de siiriikkleyerek buna temas eden nitroseliiloz
membrana dogru ilerler. Nitroseliloz membranin ilk kismi
ortiiliidiir, ancak daha sonraki test ve kontrol ¢izgisini igeren
bolimiiniin ilizeri aciktir; test sonucu buradan goézlemlenir.
Nitroselilloz membrana gelen sivi, ig¢indeki molekiilleri de
stiriikleyerek membran iizerinde kapiller akim kuvvetine gore
membranin sonuna dogru ilerler. Bu sirada test ¢izgisi ve kontrol
cizgisinde ilgili reaksiyonlar gergeklesir ve buna gore test
sonucunu belirten renkli ¢izgiler olusur. S1vi daha da ilerleyerek
membranin sonuna temas eden atik pedinde birikir, bu alanin da
iizeri kapalidir. Tiim bu olaylar yaklasik olarak birka¢ dakika
icinde gerceklesir ve sonug en fazla 5 dakika i¢inde okunabilir.
Test sonucunu belirten ¢izgiler saatler boyunca degismeden kalir.
Pedler ve nitroseliilloz membranin biitiinliigiinii korumak i¢in en
alta bir plastik taban yerlestirilir ve tiim diger parcalar bu plastigin
lizerine sabitlenmis haldedir. Numune olarak direk kanin
kullanildig1 modellerde bu yapilara ilave olarak kan filtresi gibi
bazi farkli elemanlar da bulunabilir (22, 23).
IMMUNOKROMATOGRAFIK  KART  TESTLERIN
KULLANIMI

Testler genellikle tek olarak paketlenmis haldedir ve uzun siire
bozulmamasi i¢in paket i¢inde ayrica bir nem alict madde bulunur
(genellikle silika jel). Numunenin kullanim sekline bagl olarak
cogunlukla paket icinde veya ayrica bir damlalik bulunabilir. Bu
testlerde numunenin sivi olmasi gerekmektedir. Eger numune sivi
halde degilse veya yeterince akigkan degilse, bu durumda paket
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Sekil 2: Yarismali modelde iiretilmis panel tipi coklu im-
miinokromatografik kart testin sonuglarinin yorumlanmasi. A,
B, C ve E seritlerinde sonug negatiftir; D seridinde sonug poz-
itiftir; F seridinde hig ¢izgi yoktur, bu seritte sonug gecer-
sizdir ve tekrarlanmalidir.

icinde veya disinda numuneyi sivilastiracak veya seyreltecek ilave
soliisyon ve ekipman da bulunur. Kullanim sirasinda 6ncelikle
paket yirtilarak acilir, numune sivi degilse uygun sekilde sivi hale
getirilir. Kart testin numune damlatma alaninda sivi haldeki
numune damlatilir (24). Dipstik testlerde damlatmaya gerek
olmaksizin sivi igine testin u¢ kisminin daldirilmasi yeterlidir.
Teste uygulanan sivinin membranin sonuna kadar ilerlemesi
gerekir. Aksi takdirde test gegersiz kabul edilir. Numune
membranin sonuna kadar ulastiginda, membran yapisi geregi daha
fazla numuneyi siiriklemez. Yaklasik olarak 1 dakika icinde
kontrol ¢izgisi alaninda ¢izgi belirmeye baslar ve 5 dakika icinde
bu ¢izgi net olarak olugur. Herhangi bir nedenle kontrol ¢izgisi
olusmamigsa test gecersizdir ve baska bir paket acilarak test
tekrarlanmalidir. Test ¢izgisi alaninda testin sonucuna gore ¢izgi
olusur ya da olugmaz. Testin liretim teknigine gore cizginin varlig
pozitif veya negatif olarak degerlendirilir. Yarigmali ve sandvig
modellerin test sonuglar1 birbirine terstir, buna dikkat etmek
gerekir. Sonucun nasil yorumlanacagi testin plastik kaset
kapagmin {izerinde veya kullanim kilavuzunda mutlaka
gosterilmistir. Sekil 2°de kart test sonuglarinin yorumlanmasi
gosterilmistir (25).

Immiinokromatografik kart testlerin sonucunun yorumlanmast
icin herhangi bir cihaz kullanim zorunlulugu yoktur. Cogu zaman
aslinda kullanicinin g6zii bu islevi yerine getirir. Bu durum da
kullanicilar arasinda yorum farki nedeniyle sonucun subjektif
olarak yanlis yorumlanmasina neden olabilir. Dogru olan, test
cizgisi alaninda goriilen ¢izginin ¢ok silik bile olsa var oldugunun
kabul edilmesidir. Ciinki iiretim teknigi geregince bu testlerde bir
esik deger uygulanir ve bu uygulama ileride anlatilmistir. Eger
numunedeki analit (aranilan madde) miktar1 esik degere ¢ok yakin
ise bu durumda test ¢izgisi alaninda oldukga silik, belli belirsiz
bir ¢izgi olusur. Bu durumun kesin sonucu “numunedeki analit
konsantrasyonunun esik degere ¢ok yakin olmasi” seklinde
yorumlanmalidir. Sekil 3°te bu durum gosterilmistir.

Yukarida anlatilan kullanicilar arast yorum farkina bagh
karigiklig1 6nlemek i¢in bazi basit cihazlarin kullanimi s6z konusu
olmustur. Bu cihazlar genel olarak olduk¢a ucuzdur, kullanimi
kolaydir ve kredi kart1 POS cihazi kadar kiiciik yapiya sahiptirler.
Bunlar aslen bir renk farki okuma cihazidir ve bu sayede kullanici
kaynakli hatalar giderilebilir. Son yillarda akilli cep telefonlarinin
cikmastyla, bu cihazlarin kameralart sayesinde testin sonucunun
yorumlanmasini saglayan uygulamalar da gelistirilmistir. Ayrica
daha rahat kullanim i¢in akilli gozliik modeli de gelistirilmistir ve
teknolojiye bagl olarak yeni cihazlarla entegrasyon modellerinin
aragtirmalar1 devam etmektedir (25-28).

Sekil 3: Yarismali modelde iiretilmis panel tipi ¢oklu im-
miinokromatografik kart testin silik goriinen ¢izgilerin
yorumlanmast. A, B, C, D ve E seritlerinde ¢ift ¢izgi goriin-
mektedir, sonug negatiftir; F seridinde sadece kontrol ¢izgisi
goriinmektedir sonug pozitiftir. C, D ve E seritlerinin test
¢izgisinin silik olduguna ve bu durumda da “¢izgi var” olarak
kabul edildigine dikkat ediniz.

IMMUNOKROMATOGRAFIK KART TESTLERIN
CALISMA PRENSIBI

Immiinokromatografik kart testler, gdzlem penceresindeki kontrol
ve test gizgilerinde gozle goriilebilen renkli ¢izgi bulunup
bulunmamasina gére sonug verirler. Normalde test yapilmadan
once bu alanda gozle goriilebilen herhangi bir ¢izgi bulunmaz. Bu
testlerde esas reaksiyon antijen-antikor kompleksinin olusmasina
baglidir. Genel olarak, antijen veya antikordan birisi kart testin
zemininde bulunan nitroseliiloz membrana sabitlenir, digerinin
ise reaksiyon pedinde hareketli kalmasi saglanir. Bu hareket
esnasinda kompleks olusur ve bu kompleksin varligina veya
yokluguna gore sonug yorumlanir (29, 30). Kart testlerde, test
¢izgisi alaninda nitroseliiloz zemine sabitlenen molekiillere gore,
sandvi¢ model ve yarigmali model olmak iizere 2 farkli ¢caligma
prensibi bulunmaktadir (Sekil 4). Sandvi¢ model ilk iiretilen
testlerde kullanildigr icin buna ayrica standart model veya
konvansiyonel model de denir. Kontrol ¢izgisinin ¢alisma prensibi
her iki modelde de aynidir ve testin gegerliligini kontrol etmeyi
saglar. (30)

Membrana molekiillerin sabitlenmesi

Kart testlerde, nitroseliiloz membrandaki test ¢izgisine ve kontrol
cizgisine bazi molekiillerin sabitlenmesi gerekmektedir. Kapiller
akim sirasinda bu molekiillerin hareket etmeden sabit olarak
kalmas1 sonucu, bu alanlarda renk olusumu goriilebilir. Baz1
molekiiller biiylik protein yapisinda olduklari i¢in kendileri
nitroseliiloz membranda siiriikklenmeden sabit kalabilmektedirler.
Bu yapidaki molekiillerde ayrica bir yardimci sabitleme
molekiiliine ihtiya¢ duyulmaz. Ancak bazi molekiiller kiigiik
yapidadir ve kapiller akim kuvvetiyle siiriiklenirler. Bu
molekiillerin sabit kalabilmesi i¢in yardimci biiyiik proteinler
kullanilabilir. En sik kullanilan ajanlar albiimin (bovine serum
albumin) ve ovalbumindir. Bu ajanlarin nonselektif baglanma
bolgeleri nedeniyle, birgok molekiille bag yapmasi miimkiindiir.
Boylece, normal halde nitroseliiloz membranda sabit kalamayan
bir molekiil, bu proteinlerle baglandiktan sonra sabit olarak
kalabilmektedir. Bunun yaninda siikroz gibi bazi seker
molekiilleri de kullanilabilir. Bu durumda membrana sabitlenecek
olan molekiil ile yardimc sabitleme molekiiliiniin bag yapmasi
oncelikle gereklidir. Bu bag nonselektif oldugundan, ¢ogunlukla
birkag saat her iki molekiilii ayn1 sivi ortaminda karistirmayla
saglanabilir. Yardimci molekiil ile baglanmis olan molekiil
nitroseliiloz membrana uygulandiktan sonra, 10 saat gibi uzun bir
siire bekletilmesinin ardindan membranda sabit olarak
kalabilmektedir. (31)

Sandvi¢ Model (Konvansiyonel Model; Standart Model)
Siklikla kullanilan gebelik testleri bu modele gore iiretilmektedir.
Bu modelin uygulanabilmesi i¢in, analitin birden fazla antijenik

Duizce Tip Fakiltesi Dergisi 2014; 16(3): 45-53 47



Kaya ve ark.

Sandvi¢ Model
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Yarismali Model
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Sekil 4: Immiinokromatografik kart testlerin sandvic ve
yarigmali modelinin sematik gdsterimi.

determinant bolgeye sahip olmasi sarttir. Genel olarak bu model,
protein yapisindaki biiylik molekiiller i¢cin daha uygundur. Bu
modelde konjugat pedinde, renkli molekiil baglanarak
renklendirilmis olan analite spesifik monoklonal veya poliklonal
antikor bulunmaktadir. Bu antikorlar reaksiyon pedinde sabit
degildir ve gelen s1vi numune ile beraber bu renkli antikorlar da
test ¢izgisine dogru siiriiklenir. Test ¢izgisi alanina ise yine analite
spesifik bagka bir tiir antikor sabitlenmistir. Sandvi¢ modelde,
gbzlem penceresinde ¢ift ¢izgi goriiliirse sonug pozitif; tek ¢izgi
goriiliirse sonug negatiftir (32).

Sandvi¢ modelde pozitif sonu¢: Numunede aranan analit
bulunuyorsa testin sonucunun pozitif olmasi beklenir. Bu sonug
su sekilde gergeklesir: Numunedeki analit, konjugat pedindeki
renklendirilmis spesifik antikoruna selektif olarak baglanir ve
numune ile birlikte analit-antikor-renk molekiilii kompleksi, test
¢izgisine dogru ilerler. Numune ile birlikte test ¢izgisine gelen bu
kompleksteki analit, test ¢izgisine sabitlenmis antikorlara da
baglanarak, test ¢izgisi alaninda gozle goriilebilen renkli bir ¢izgi
olusumunu saglar. Testin gegerli oldugu her durumda kontrol
cizgisinde renk olusacagindan sandvi¢ modelin pozitif sonucunda
gdzlem penceresinde ¢ift ¢izgi goriliir.

Sandvi¢ modelde negatif sonu¢: Numunede aranan analit
bulunmuyorsa testin sonucunun negatif olmasi beklenir. Bu sonug
su sekilde gergeklesir: Numunede analit olmadigindan, konjugat
pedindeki renkli antikora baglanma olmaz. Bu antikorlar numune
ile beraber siiriikklenerek test ¢izgisi alanina geldiklerinde, test
cizgisindeki sabitlenmis antikorlara baglanmazlar ve ilerleyerek
atik pedinde birikirler. Atik pedi kapali alanda oldugundan
herhangi bir renkli ¢izgi goriilmez. Testin gegerli oldugu her
durumda kontrol ¢izgisinde renk olusacagi i¢in, sandvi¢ modelin
negatif sonucunda gozlem penceresinde tek ¢izgi goriiliir ve bu
kontrol ¢izgisidir (32, 33) (Sekil 5).

Yarismah model

Bu model, sadece tek bir antijenik determinant bdlgeye (antikor
olusturulabilen bolge) sahip ve siklikla kiigiik molekiiler yapili
analitler i¢in daha uygundur. Bu modelde konjugat pedinde renkli
molekiil baglanarak renklendirilmis analite spesifik monoklonal
antikor bulunur. Bu antikorlar sabit degildir ve gelen s1vi numune
ile beraber bu renklendirilmis antikorlar da test ¢izgisine dogru
stirtiklenir. Test ¢izgisi alanina ise, analiz edilmek istenen analitin
kendisi sabitlenmistir. Yarigmali modelde, gézlem penceresinde
tek ¢izgi goriliirse sonug pozitif; ¢ift ¢izgi goriiliirse sonug
negatiftir. Bu 6zelligi ile anlatilan modeller birbirine ters sekilde
sonug verir ve pratik uygulama sirasinda dikkat edilmesi gerekir
(32, 33).

Yarismali modelde pozitif sonug: Numunede aranan analit
bulunuyorsa testin sonucunun pozitif olmasi beklenir. Bu sonug
su sekilde gergeklesir: Numunedeki analit, konjugat pedindeki
renklendirilmis spesifik monoklonal antikoruna selektif olarak
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Sekil 5: Sandvi¢ model kart testin ¢aligma prensibi. Pozitif
(A) ve negatif (B) sonucun olusumunu saglayan molekiillerin
sematik gosterimi. Isleyisin anlasilmasi icin tiim islevsel
molekiiller gosterilmistir, testin uygulanmasinda ise sadece
kirmiz1 yuvarlak olarak sematize edilenler gozle goriilebilir.

baglanir ve numune ile birlikte analit-antikor-renk molekiili
kompleksi test ¢izgisine dogru ilerler. Numune ile birlikte test
cizgisine gelen bu kompleksteki monoklonal antikor, test ¢izgisine
sabitlenmis ayni analite baglanamaz, ¢linkii numunede bulunan
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Sekil 6: Yarigmali model kart testin ¢alisma prensibi. Pozitif
(A) ve negatif (B) sonucun olusumunu saglayan molekiillerin
sematik gosterimi. Isleyisin anlasilmas icin tiim islevsel
molekiiller gosterilmistir, testin uygulanmasinda ise sadece
kirmiz1 yuvarlak olarak sematize edilenler gozle goriilebilir.
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analit ile baglanarak baglanma bolgesi kapatilmistir. Boylece test
¢izgisi alaninda renkli bir ¢izgi olusmaz. Testin gegerli oldugu her
durumda kontrol ¢izgisinde renk olusacagi i¢in, yarigmali modelin
pozitif sonucunda gézlem penceresinde tek ¢izgi gortiliir.
Yarismali modelde negatif sonug: Numunede aranan analit
bulunmuyorsa testin sonucunun negatif olmasi beklenir. Bu sonug
su sekilde gerceklesir: Numunede analit olmadigindan, konjugat
pedindeki renklendirilmis spesifik monoklonal antikorlar herhangi
bir bag yapmazlar ve baglanma bolgeleri agik kalir. Numune ile
birlikte renklendirilmis antikor test ¢izgisine dogru ilerler.
Numune ile birlikte test ¢izgisine gelen monoklonal antikorlar test
¢izgisine sabitlenmis analite baglanirlar, ¢linkii numunede analit
bulunmadigindan antikorlarin baglanma bolgeleri halen aciktir.
Boylece test ¢izgisi alaninda renkli bir ¢izgi olusur. Testin gegerli
oldugu her durumda kontrol ¢izgisinde de renk olusacagi igin,
yarigmali modelin negatif sonucunda goézlem penceresinde ¢ift
cizgi goriliir (34, 35) (Sekil 6).

Her iki modelde kontrol ¢izgisinde renk olusumu

Kart teste uygulanan numune miktar1 yetersiz olursa test sonucu
yanlis yorumlanabilir. Bunu engellemek i¢in her teste kontrol
cizgisi eklenir ve bu ¢izgi daima test ¢izgisinden daha ileriye
yerlestirilir. Bu yerlesim nedeniyle, Oncelikle numune test
¢izgisine ulagir ve daha sonra kontrol ¢izgisine ulasir. Boylece
numunenin test ¢izgisine ulastigindan emin olunur. Her iki
modelde de, sonucun pozitif veya negatif olmasina bagl
olmaksizin, kontrol ¢izgisinde her zaman renk olusmalidir. Bu
¢izginin goriilmesi ile numunenin yeterli oldugu ve testin gecerli
oldugu anlasilir.

Kontrol ¢izgisindeki renk olusumu her iki modelde de ayn1 sekilde
gerceklesir. Kontrol ¢izgisinde nitroselilloz membrana baglanacak
antikor, test i¢in kullanilan antikorun iiretildigi hayvana gore
degisiklik gosterir. Test i¢in kullanilan ve konjugat pedinde
bulunan antikorlar hangi hayvandan iiretilmisse ve hangi tipte
immiinglobulin yapisina sahip ise, ona kars1 bagska hayvanda
iiretilmis sekonder antikorlar kontrol ¢izgisine sabitlenir. Ornek
olarak; gebelik testlerinde hedef analit olan Beta-HCG
molekiiliine spesifik antikorlar eger farede iiretilmis ve IgG
yapisinda ise, kontrol c¢izgisine “fare IgG’ye spesifik kegi
antikoru” kullanilabilir. Konjugat pedine, test ¢izgisine sabitlenen
molekiil sayisindan ¢ok daha fazla sayida renkli antikor
eklendiginde, test ¢izgisinden artan antikorlar kontrol ¢izgisine
gelerek burada renkli ¢izgi olustururlar. (32-37)

IMMUNOKROMATOGRAFIiK KART TEST URETIMI
Immiinokromatografik kart test iiretimi icin bazi laboratuvar
geregleri, liretim makinalari, analite spesifik antikorlar ve analitin
kendisi, renkli nanopartikiiller (altin nanopartikiilii), sabitleyici
molekiiller (bovine serum albiimine veya ovalbumine),
nitroseliiloz membran, pedler, plastik tabanlik ve kaset
malzemeleri gereklidir (32).

Uretim Makineleri:

Immiinokromatografik kart testlerin AR-GE ¢alismalar1 zahmetli
olmakla birlikte, seri tiretimi oldukga kolaydir. Arastirma amacl
olarak az sayida (6rnegin 100 test/glin) test Uretilmesi
gerektiginde temel laboratuvar imkanlar1 yeterli olabilir. Bu
asamada en dnemli islemlerden biri, membrana uygulanan test ve
kontrol ¢izgilerinin ince, diizgiin ve homojen olarak ¢izilmesidir.
Bu is i¢in baz1 cihazlar bulunmaktadir. Temel olarak ¢ok kiiglik
hacimde enjeksiyonu sabit hizda yapan cihazlar kullanilmaktadir.
Otomatik  perfiizyon  makinalan da  bu  amagla
kullanilabilmektedir. Bu islemde, bir taraftan sabit hizda
enjeksiyon ile membrana sivi uygulanirken, diger taraftan
membran sabit hizla hareket ettirilerek, membran tizerine ince ve
diizgiin bir ¢izgi halinde sivinin uygulanmasi miimkiin olmaktadir
(Sekil 7). Daha sonra membrana uygulanan sivinin kurutulmasi
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Sekil 7: Immiinokromatografik kart test iiretiminde membran
lizerine ¢izgi uygulamast.

i¢in uygun bir kurutucu ortam kullanilabilmektedir. Sonraki
asamada testlerin 5-6 mm kalinliginda serit halinde kesilmesi
gerekir. Bu seritler daha sonra plastik kaset kapaklarin arasina
almarak kapak kapatilir. Son asamada 151k ve nem gegirmez bir
ambalaj ile her test tek tek paketlenir. Bu iiretim i¢in gerekli
cihazlarm maliyeti yaklagik olarak 2000 USD dolaymdadir (32,
38).

Daha biiyiik dlgekli iiretimlerde ise (6rnegin 1000 test/giin) bazi
makinalarin kullanilmasi gerekebilir. Bunlar kart test ¢izici
(dispenser), kurutucu, kart test kesici ve paketleyici makinalaridir.
Bu makinalar yukarida anlatilan islemleri daha hizli bir sekilde
yapmak iizere tasarlanmigtir. Kart test {iretimini az da olsa siirekli
olarak yapan birimlerde bu cihazlarin olmasi yeglenir. Bu
cihazlarla donatilan iiretim yerlerinde giinde birka¢ bin adet
immiinokromatografik kart test iiretilmesi miimkiindiir. Bu
makinalarin tamaminin yaklasik maliyeti ortalama 40000 USD
kadardir.

Cok daha biiyiik 6lcekli tiretimlerde ise (5000 test/giin ve daha
fazla) yukaridaki islemlerin tamamini siraya gore yapan otomatik
makinalarin kullanim1 gerekmektedir. Bu makinalarin bir adedinin
maliyeti yaklasik olarak 150000 USD dolayindadir (32, 38).

RENKLI MOLEKULLER

Aslinda immiinokromatografik testlerin gozle direk goriilemeyen
sekilleri de vardir ve bunlarin sonucunun yorumlanmasi i¢in
ayrica bir cihaz gerekir. Floresan antikorlar bunun en sik
kullanilan 6rnegidir. Immiinokromatografik kart testlerde bu tip
bir cihaz yerine insan goziiniin gérme yeteneginin kullanildigini
diisiinebiliriz. Boylece baska bir dedeksiyon cihazina gerek
kalmamaktadir. Immiinokromatografik kart testlerin sonucu gozle
goriilerek yorumlandigindan, test iizerinde gozle goriiniir bir
farklilik olmas1 gerekir. Gozle goriinebilmek icinse materyalin
gorlinlir 151k dalga boyuna sahip olmasi gerekmektedir. Bu
testlerde kullanilan antikorlar gozle goriilmediginden bu
antikorlarin goézle goriiniir bazi molekiillerle desteklenmesi
gerekir. Karbon nanopartikiilleri, kolloidal selenyum, manyetik
nanopartikiiller, glimiis nanopartikiilleri, platin nanopartikiilleri
bu alanda nadiren kullanilabilmektedir. Bu amagla en sik
kullanilan renklendirici madde ise altin atomu kaynaklidir. Altin
nanopartikiilleri veya kolloidal altin ismiyle siklikla kullanilir (1).
Altin partikiillerinin kart testlerde kullanimi ilk olarak 2002
yilinda tanimlanmistir (9). Bu nanopartikiillerin sentezi kolay,
stabilitesi yeterli, manipiilasyonu mimkiindiir ve molekiil
boyutlar1 ayarlanabilir. Altin nanopartikiilleri ¢iplak gozle
rahatlikla goriilebilen kirmizi tonlarinda bir renk olusumu saglar.

Dedeksiyon limitine gore goriilen renk pembe-kirmizi-mor
arasinda degiskenlik gosterir. Antikorlar disinda DNA ve
aptamerler gibi biyomolekiillerle, toksinler ve katyonik metaller
gibi molekiillerle de rahatlikla baglanabilir. Bu o6zellikleri
sayesinde giinlimiizde immiinokromatografik kart testler i¢in en
uygun renklendirici molekiil olarak bilinmektedir. Altin
nanopartikiilleri, altin madeninden elektrolizle veya siv1 iginde
kloroaurik asitin indirgenmesi yontemiyle kolayca elde
edilebilmektedir (1, 9, 39).

Renkli molekiil se¢imini kisitlayan énemli faktorlerden biri de
renkli molekiiliin antikora baglanmasidir. Altin nanopartikiilleri
bu alanda basarili olduklari i¢in de sikga tercih edilirler. Altin
nanopartikiillerinin antikor gibi biiylik biyomolekiillere
baglanmasi oldukca kolaydir. Genellikle belli bir s1v1 ortamda bir
siire karistirllarak bekletildiginde baglanma gergeklesir (1, 39).

NUMUNEDEKI ANALITi TANIYAN MOLEKULLER

Bir numunede herhangi bir analitin analizinin yapilmasi
gerektiginde en 6nemli sorunlardan birisi ayrigtirmadir. Numune
icinde genellikle analit disinda bircok madde bulunur. Analiz
yapilmasi i¢in dncelikle bu diger maddelerden kurtulmak gerekir.
Kromatografik yontemler esas olarak bu amagla kullanilir.
Boylece analizden dnce saflagtirma iglemi gergeklestirilir. Ancak
saflagtirma her zaman yeterli diizeyde olmayabilir (40). Bir
numunedeki analiti diger maddelerden saflastirmadan analiz
etmek de miimkiindiir. Bu durumda analiti segici olarak taniyan
6zel bir molekiil gerekir. Gilinlimiizde kromatografi disindaki
bir¢ok analiz yontemi bu esasa gore calisir. Burada en dnemli
sorun segiciliktir. Molekiiler yapilarda bilinen segici molekiiller
aslen biyolojik kaynakli olan antijen-antikorlar, enzim-substratlar
ve reseptor-ligantlar olarak karsimiza ¢ikar (1). Biyokimyasal
analiz yoOntemlerinde enzim-substrat iligkisi olduk¢a sik
kullanilirken reseptor-ligant yapisi ise oldukga smirli sekilde
kullanilir. ELISA ve immiinokromatografik testlerde ise antijen-
antikor kompleksi kullanilir. Bu yapinin segiciligi sayesinde,
numune i¢inde bir¢ok baska molekiil olmasina ragmen, sadece
istenen molekiilin miktar1 belirlenebilir. Boylece testlerin
secicilik oran1 %99’lara ¢ikar (29, 41).

ANTIKOR URETIMi

Kohler ve Milstein isimli iki immiinolog 1975 yilinda monoklonal
antikor iiretimi konusunda yeni bir yontem tanimlamislar ve 1984
yilinda bu yontemleriyle Nobel ddiiliine layik goriilmiislerdir (42).
Antikor iiretimi bagli bagina ayr1 bir konu olup, bu derlememizin
esas konusunu tegkil etmediginden kisaca deginilmistir. Bu
yontemde Oncelikle deney hayvanina (siklikla fare) antijenik
molekiil enjekte edilir. Sonra hayvanin B lenfositlerini uyarmak
icin komplet ve inkomplet Freud adjuvanlari belli bir protokole
gore toplam 1 aya yakin siire uygulanir. Daha sonra farenin dalagi
aliarak, dalaktaki B hiicreleri izole edilir ve bu hiicrelerin baska
myeloma hiicreleri ile hibrit olusturmasi saglanir. Olusan yeni
hibrit hiicreler hem antikor iiretir hem de kanser 6zelligi sayesinde
siirekli olarak tirerler. Bu hiicrelerden, ihtiya¢ duyulan antikoru
iretenler ELISA yontemi ile tespit edilerek bu hiicrelerin tiretimi
saglamr. Uretilen ve secilen bu yeni hiicreler istenen monoklonal
antikoru saf olarak iiretmektedirler. Bu hiicreler hiicre kiiltiirii
vasatinda Ttretilir ve hiicre kiiltiirii ortaminda salgiladiklar
monoklonal antikorlar saflastirma yontemleriyle elde edilir (43).

NITROSELULOZ MEMBRAN VE DIGER MATERYAL

Kimyasal madde olarak nitroseliiloz, bir asirdan fazla siiredir
yasantimizdadir. Immiinokromatografik kart test yapisinda
kullanilan materyallerin en Onemlilerinden biri nitroseliiloz
membrandir. Bu membran mikro gézeneklere sahip bir yapidadir.
Bu gozenekler sayesinde membran iizerinde numune sivisi ile
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birlikte molekiiller de ilerler. Membranin yapisi bazen ¢ok biiyiik
molekiillerin ilerlemesine imkan vermeyebilir. Ayrica su disinda
baska sivilar1 iceren numunelerin kapiller akim hizlar1 ve
kapasiteleri de farkliliklar gosterebilir. Boyle durumlarda farkli
gozenek biiytikliigiine sahip nitroseliiloz membranlar denenerek
en iyi verimin alindig tiir tercih edilmelidir. Cogunlugu su olan
stv1 igeren numunelerde 3-20 mikrometre arasi gézenek yapili
membranlar siklikla kullanilir. Kart testin yapisinda kullanilan
numune pedi ve atik pedi seliiloz yapisindadir. Reaksiyon pedi ise
nanopartikiilleri bozmadigindan ve biliylik molekiilleri
baglamayarak hareketli kalmalarma izin verdiginden fiber glass
materyalden yapilmistir (3, 44).

DEDEKSIYON LiMiTi VE ESiK DEGER

Her tiir analiz yonteminde bir dedeksiyon limiti (analiz edilebilen
en az analit diizeyi) bulunur. Bu limit, testin giivenle taniyabildigi
en alt deger olarak tanimlanir ve bu degerin altinda o yontem
sonug veremez. Genel bir bakisla, dedeksiyon limiti en diisiik olan
test yonteminin daha kullanish oldugu sdylenebilir. Genelde
laboratuvar analiz yontemlerinin nanogram/mililitre diizeylerine
kadar inebildigi goriliir. Son yillarda gelisen kiitle spektrumu
dedektorleri sayesinde ¢cok daha alt limitlere inilmesi de miimkiin
olmugstur. Dedeksiyon limitinin yetersiz olmasi durumunda o
testin kullanimi miimkiin degildir. Birgok testin her bir analit i¢in
dedeksiyon limiti sabit bir degerdir. Immiinokromatografik kart
testlerin de diger testler gibi bir dedeksiyon limiti bulunmaktadir.
Bu testlerin sonucunun yorumlanmasi gozle izlemeye bagli
oldugundan, dedeksiyon limiti de olusan ¢izginin gozle
goriilebilmesi ile smirlanir. Calismalara gore, kart testlerin
dedeksiyon limitinin baz1 analitlerde 10 ng/ml diizeylerine kadar
inebildigi gorlilmistiir. Genel olarak bu testlerin dedeksiyon
limitlerinin 10-50 ng/ml arasinda oldugu bilinmektedir. Aslinda
kart testler ¢ok diisiik alt limitlere kadar inebilmektedir ancak, bu
durumda renk farki gozle ayirt edilemediginden yukarida
bildirilen limitler giivenli sinir olarak goriinmektedir. Dedeksiyon
limitinin yeterligini belirleyen faktdr, numunede bulunan analitin
beklenen konsantrasyonudur. Bir¢ok analizde numunedeki analit
konsantrasyonu kart testlerin dedeksiyon limitlerinin oldukga
iizerindedir. Bu hali ile immiinokromatografik kart testlerin
dedeksiyon limitlerinin bir¢ok analit ve numune i¢in uygun
oldugu gortilmektedir (1, 45).

Immiinokromatografik kart testler kalitatif sonug verirler. Bu
durumda pozitif-negatif smirimi belirleyen bir esik deger olmasi
gerekir. Bu deger numuneye ve analite gore degismektedir. Testler
bu degerin altindaki konsantrasyonlarda negatif sonu¢ vermeli,
iizerindeki konsantrasyonlarda ise pozitif sonu¢ vermelidir.
Ornegin, esrar taramasinda kullanilan nor-9-tetrahidrokannabinol
metabolitinin idrardaki esik degeri birgok tilkede 50 ng/ml olarak
belirlenmistir. Aslinda bu metabolit i¢in kart testlerin dedeksiyon
limiti daha disiiktiir, bu durumda kart testlerde esik deger
dedeksiyon limitinden daha yiliksek bir degere ayarlanmaktadir.
Immiinokromatografik kart testlerde esik deger ayarlanmasi, test
cizgisine sabitlenen molekiil miktar1 ile saglanir. Bu ¢izgiye
sabitlenen molekiil konsantrasyonu artirilarak esik deger istendigi
kadar ytikseltilebilir. Esik degerin alt limiti ise yine dedeksiyon
limiti ile sinirlidir, daha alt degerlere inilmesi miimkiin degildir.
Ihtiyaca gore ayarlanmis olan esik deger testlerin validasyonu
sirasinda teyit edilir (1, 45).

Immiinokromatografik kart testlerle kantitatif analiz yapmak
simdilik miimkiin degildir. Ancak teste birden fazla esik deger
uygulanirsa yar1 kantitatif test iiretilmesi miimkiindiir. Bu
durumda en diisiik esik deger test ¢izgisi, reaksiyon pedine yakin
olacak sekilde kii¢likten biiyiige dogru test ¢izgileri siralanir. En
son siraya ise kontrol ¢izgisi yerlestirilir. Boyle bir test ile yapilan
analizin sonucu “numunede x ile y arasinda konsantrasyonda

analit bulunmaktadir” seklinde verilebilir. Bu sekilde sonug
verilmesine yar1 kantitatif denilmektedir (39, 46, 47).

VALIDASYON CALISMALARI

Immiinokromatografik kart test iiretimi tamamlandiktan sonra
piyasaya slirmeden 6nceki son agamada validasyon ¢aligmalarinin
(testin gegerlilik ve dogruluk caligmalar1) yapilmasi gerekir. Bir
testin sadece validasyon ¢alismasi bile baslh basina bir makale
konusu olabilmektedir. Validasyon ¢aligmalarinin genel esaslart
benzer olmakla birlikte, kullanim alanina gore bazi farkliliklar
olabilir. Ornegin, gebelik testinde duyarlik %95 siirinda kabul
edilebilirken, hayat: tehdit eden bir toksin analizi i¢in gelistirilen
testte duyarlik %99’un {izerinde olmalidir. Validasyon
calismalarinda istatistik biliminin ilkelerine gore hareket
edilmesine dikkat edilmelidir. Genel olarak bakildiginda,
immiinokromatografik kart testlerin validasyon parametrelerinin
%098’in iizerinde oldugu goriilmektedir. Bu oran baska analiz
yontemleriyle kiyaslandiginda oldukga giigliidiir (1).

Validasyon ¢aligmalarinin esasi negatif veya pozitif oldugu bilinen
numunelerin yeni test ile analizine dayanir. Bu nedenle
numuneleri analiz etmek i¢in Oncelikle bagka bir altin standart
yontem olmasi gerekir. Yeni iiretilen kart testin validasyon verileri
bu altin standart yonteme oranla ifade edilir. Validasyon
caligmalar1 amaciyla ¢ogunlukla duyarlilik, secicilik, esik deger
kontrold, giin i¢i degiskenlik, gilinler aras1 degiskenlik, kullanicilar
aras1 degiskenlik, stabilite ¢calismalar1 yapilmas1 gerekmektedir
(47, 48).

Validasyon testleri i¢in gerekli numune sayilari, istenen gii¢
oranina gore istatistiksel hesaplamalarla bulunur. Validasyon
caligmalarinda, kart testin kullanim amacina uygun numuneler
kullamlir. Ornegin bir kart test inek siitiinde toksin analizi i¢in
gelistirilmigse, validasyon ¢aligmalarinda da inek siiti
kullanilmalidir.

Duyarlilik; bir testin pozitif olan numuneleri pozitif olarak
belirleme oranidir. Ornegin yeni iiretilen bir testte 100 adet pozitif
numune analiz edildiginde, 96 tanesinde pozitif sonug veriyorsa
bu testin duyarligr %96’dir. Secicilik; bir testin negatif olan
numuneleri negatif olarak belirleme oranidir. Yine 6rnek olarak
yeni {retilen bir testte 100 adet negatif numune analiz edildiginde,
95 tanesinde negatif sonug veriyorsa bu testin segiciligi %95’dir.
Giin i¢i degiskenlik ve giinler arasi degiskenlik icin de yeterli
sayida pozitif ve negatif numuneler alinarak analizi yapilir ve
analiz sonuglarinin arasindaki korelasyon hesaplanir. Ayrica testin
kullanim profiline uygun kullanicilar arasindan yeterli sayida
kisinin testleri kullanmasi saglanarak kisiler aras1 degiskenlik de
hesaplanir (47, 48).

Testlerin iretimi sirasinda esik deger uygulamasi yukarida
anlatilmistir. Bu degerin altinda ve iistiinde olmak iizere yakin
degerlere sahip pozitif ve negatif numuneler yeterli sayida analiz
edilerek, esik degere ne kadar yakin degerlerin analiz edilebildigi
test edilir. Eger kart test yar1 kantitatif olarak {iretilmisse; bu
durumda birden fazla esik deger vardir. Her bir esik degerin alt
ve st konsantrasyonlarinda numuneler analiz edilerek test
degerlendirilmelidir.

Stabilite testleri i¢in Oncelikle testin saklama kosullari
belirlenmelidir. Genel olarak kart testler ortalama oda sicakliginda
(25 °C) saklanabilmektedirler. Testler hangi sicaklikta saklanacak
ise o sicaklig1 siirekli olarak saglayan ortamda yeterli sayida test
saklanir ve belli araliklarla pozitif ve negatif numuneler analiz
edilir. Boylece testin gegerli validasyon parametrelerini ne kadar
siire korudugu bulunur. Ornek olarak ilk 6 ay boyunca her ayda
bir defa, daha sonra 3 ayda bir analizler ger¢eklestirilebilir.
Ihtiyaca gére analiz araliklar1 degistirilebilir (47, 48).

Sonug olarak; tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de bir¢ok farkli
immiinokromatografik kart testler kullanilmaktadir. Cogunlukla
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bu testler yurt disinda iretilmektedir. Yeni bir analit i¢in
immiinokromatografik kart test liretmeyi planladigimiz bir
calisma kapsaminda iilkemizde bu konudaki bilgi birikiminin
oldukga yetersiz oldugu gozlemlenmistir. Sadece birkag iiretici
firma daha 6nceden gelistirilmis gebelik testi gibi bazi testleri
iretmektedir. Arastirmamiza gore iilkemizde hi¢ yeni bir kart test

iretilmedigi  goriilmektedir.  Birka¢ yildir  yaptigimiz
arastirmalardan elde ettigimiz bilgi birikiminin bu derleme
araciligiyla  aktarilmasinin, {lkemizdeki bu eksikligin

giderilmesine katki saglayacagi kanaatindeyiz.

Ulkemizde zaman zaman 6nemli saglik problemlerinden olan
Kirim-Kongo kanamali atesi ve tehlikeli grip tiirleri i¢in erken
tani; deli bal toksini, toksik bazi bitkiler, mantarlar ve dogal
drlinlerin taninmasit i¢in immiinokromatografik kart test
iretiminin dnemli olacagini diisiiniiyoruz. Derlemenin s6z konusu
alanlarda calisan ve bu amacla yeni test iiriinleri gelistirmek
isteyen geng bilim insanlarina bir kilavuz olacagi inancindayiz.

KAYNAKLAR

1. Quesada-Gonzalez D, Merkogi A. Nanoparticle-based lateral
flow biosensors. Biosens Bioelectron. 2015; 25;73:47-63.

2. Offermann N, Conrad K, Fritzler MJ, Fooke Achterrath M.
Development and validation of a lateral flow assay (LFA) for
the determination of IgG-antibodies to Pr3 (cANCA) and
MPO (pANCA). J Immunol Methods. 2014; 31;403(1-2):1-
6.

3. Chen A, Yang S. Replacing antibodies with aptamers in lateral
flow immunoassay. Biosens Bioelectron. 2015; 15;71:230-
242.

4. Tallent SM, Hait JM, Bennett RW. Analysis of Bacillus cereus
toxicity using PCR, ELISA and a lateral flow device. J Appl
Microbiol. 2015; 118(4):1068-75.

5. Khunthong S, Jaroenram W, Arunrut N, Suebsing R,
Mungsantisuk I, Kiatpathomchai W. Rapid and sensitive
detection of shrimp yellow head virus by loop-mediated
isothermal amplification combined with a lateral flow
dipstick. J Virol Methods. 2013; 188(1-2):51-6.

6. Song LW, Wang YB, Fang LL, Wu Y, Yang L, Chen JY, Ge SX,
Zhang J, Xiong YZ, Deng XM, Min XP, Zhang J, Chen PJ,
Yuan Q, Xia NS. Rapid fluorescent lateral-flow immunoassay
for hepatitis B virus genotyping. Anal Chem. 2015;
19;87(10):5173-80.

7. Rosand C. Paper-based analytical devices for point-of-care
infectious disease testing. Eur J Clin Microbiol Infect Dis.
2014; 33(2):147-56.

8. Clark Jr, LC, Wolf R, Granger D, Taylor Z. Continuous
recording of blood oxygen tensions by polarography. Journal
of applied physiology. 1953; 6(3);189-193.

9. Shyu RH, Shyu HF, Liu HW, Tang SS. Colloidal gold-based
immunochromatographic assay for detection of ricin.
Toxicon. 2002; 40(3):255-8.

10. Mazumdar D, Liu J, Lu G, Zhou J, Lu Y. Easy-to-use dipstick
tests for detection of lead in paints using non-cross-linked
gold nanoparticle-DNAzyme conjugates. Chem Commun
(Camb). 2010; 7;46(9):1416-8.

11. Torabi SF, Lu Y. Small-molecule diagnostics based on

functional DNA nanotechnology: a dipstick test for mercury.
Faraday Discuss. 2011; 149:125-35.

12. Kuang H, Xing C, Hao C, Liu L, Wang L, Xu C. Rapid and
highly sensitive detection of lead ions in drinking water based
on a strip immunosensor. Sensors (Basel). 2013;

Diizce Tip Fakiltesi Dergisi 2014; 16(3): 45-53

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28;13(4):4214-24.
Lopez Marzo AM, Pons J, Blake DA, Merkogi A. High
sensitive gold-nanoparticle based lateral flow Immunodevice

for Cd2+ detection in drinking waters. Biosens Bioelectron.
2013; 15;47:190-8.

Cimaglia F, Liandris E, Gazouli M, Sechi L, Chiesa M, De
Lorenzis E, Margarita A, Taka S, Mataragka A,
Ikonomopoulos J. Detection of mycobacterial DNA by a
specific and simple lateral flow assay incorporating cadmium
selenide quantum dots. Mol Cell Probes. 2015; 9;S0890-
8508(15)30014-1.

Nauen R, Wolfel K, Lueke B, Myridakis A, Tsakireli D,
Roditakis E, Tsagkarakou A, Stephanou E, Vontas J.
Development of a lateral flow test to detect metabolic
resistance in Bemisia tabaci mediated by CYP6CMI, a
cytochrome P450 with broad spectrum catalytic efficiency.
Pestic Biochem Physiol. 2015; 121:3-11.

Kim J, Adhikari M, Dhamane S, Hagstrom AE, Kourentzi K,
Strych U, Willson RC, Conrad JC. Detection of viruses by
counting single fluorescent genetically biotinylated reporter
immunophage using a lateral flow assay. ACS Appl Mater
Interfaces. 2015; 4;7(4):2891-2898.

Tang MW, Clemons KV, Katzenstein DA, Stevens DA. The
cryptococcal antigen lateral flow assay: A point-of-care
diagnostic at an opportune time. Crit Rev Microbiol. 2015 Jan
23:1-9.

Deng J, PeiJ, Gou H, Ye Z, Liu C, Chen J. Rapid and simple
detection of Japanese encephalitis virus by reverse
transcription  loop-mediated isothermal amplification
combined with a lateral flow dipstick. J Virol Methods. 2015
Mar;213:98-105.

Posthuma-Trumpie GA, Korf J, van Amerongen A. Lateral
flow (immuno)assay: its strengths, weaknesses, opportunities
and threats. A literature survey. Anal Bioanal Chem. 2009
Jan;393(2):569-582.

Shi CY, Deng N, Liang JJ, Zhou KN, Fu QQ, Tang Y. A
fluorescent polymer dots positive readout fluorescent
quenching lateral flow sensor for ractopamine rapid detection.
Anal Chim Acta. 2015 Jan 7;854:202-208.

McGrath J, Jimenez M, Bridle H. Deterministic lateral
displacement for particle separation: a review. Lab Chip. 2014
Nov 7;14(21):4139-58.

Anfossi L, Baggiani C, Giovannoli C, D'Arco G, Giraudi G.
Lateral-flow immunoassays for mycotoxins and phycotoxins:
a review. Anal Bioanal Chem. 2013 Jan;405(2-3):467-80.

Grothaus GD, Bandla M, Currier T, Giroux R, Jenkins GR,
Lipp M, Shan G, Stave JW, Pantella V. Inmunoassay as an
analytical tool in agricultural biotechnology. J AOAC Int.
2006 Jul-Aug;89(4):913-928.

Rosen S. Market Trends in Lateral Flow Immunoassays,
Lateral Flow Immunoassay. Springer, 2009, USA.

Faulstich K, Gruler R, EberhardM, Lentzsch D, Haberstroh
K. Handheld and Portable Reader Devices for Lateral Flow
Immunoassays, Lateral Flow Immunoassay. Springer, 2009,
USA.

Lee S, Kim G, Moon J. Development of a Smartphone-based
reading system for lateral flow immunoassay. J Nanosci
Nanotechnol. 2014 Nov;14(11):8453-8457.

Smits HL, Eapen CK, Sugathan S, Kuriakose M, Gasem MH,
Yersin C, et al. Lateral-flow assay for rapid serodiagnosis of
human leptospirosis. Clin Diagn Lab Immunol. 2001;8;166—

52



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

Kaya ve ark.

169.

Feng S, Caire R, Cortazar B, Turan M, Wong A, Ozcan A.
Immunochromatographic diagnostic test analysis using
Google Glass. ACS Nano. 2014 Mar 25;8(3):3069-79.

Costa MN, Veigas B, Jacob JM, Santos DS, Gomes J, Baptista
PV, Martins R, Inacio J, Fortunato E. A low cost, safe,
disposable, rapid and self-sustainable paper-based platform
for diagnostic testing: lab-on-paper. Nanotechnology,
2014;25,1-12.

Zhang C, Zhang Y., Lateral flow colloidal gold-based
immunoassay for pesticide. Methods Mol Biol.
2009;504:237-252.

Liu Y, Wu A, Hu J, Lin M, Wen M, Zhang X, Xu C, Hu X,
Zhong J, Jiao L, Xie Y, Zhang C, Yu X, Liang Y, Liu X.
Detection of 3-phenoxybenzoic acid in river water with a
colloidal gold-based lateral flow immunoassay. Anal
Biochem. 2015 Aug 15;483:7-11.

Sajid M, Kawde AN, Daud M. Designs, formats and
applications of lateral flow assay: A literature review. Journal
of Saudi Chemical Society, 2014; (ahead of print).

Qian S, Bau HH. A mathematical model of lateral flow bio-
reactions applied to sandwich assays. Analytical
Biochemistry, 2003; (ahead of print).

Posthuma-Trumpie GA, KorfJ, Amerongen AV. Development
of'a competitive lateral flow immunoassay for progesterone:
influence of coating conjugates and buffer components. Anal
Bioanal Chem. 2008 Nov;392(6):1215-1223.

Haim HB, Qian S. Analysis of lateral flow biodetectors:
competitive format. Penn Libraries, 2003, USA.

Barnett JM, Wraith P, Kiely J, Persad R, Hurley K, Hawkins
P, Luxton R. An Inexpensive, Fast and Sensitive Quantitative
Lateral Flow Magneto-Immunoassay for Total Prostate
Specific Antigen, Biosensors, 2014; Jul 8;4(3):204-220.

Chen C, Wu J. A Fast and Sensitive Quantitative Lateral Flow
Immunoassay for CrylAb Based on a Novel Signal
Amplification Conjugate. Sensors (Basel). 2012;12(9):11684-
11696.

Delilah G. Lateral Flow Assembly (LFA). Ginolis, 2014,
USA.

He L, Nan T, Cui Y, Guo S, Zhang W, Zhang R, Tan G, Wang
B, Cui L. Development of a colloidal gold-based lateral flow
dipstick immunoassay for rapid qualitative and semi-
quantitative analysis of artesunate and dihydroartemisinin.
Malar J. 2014 Mar 31;13:127.

Kruve A, Rebane R, Kipper K, Oldekop ML, Evard H,
Herodes K, Ravio P, Leito 1. Tutorial review on validation of
liquid chromatography-mass spectrometry methods: part I.
Anal Chim Acta. 2015 Apr 22;870:29-44.

Boonham N, Kreuze J, Winter S, van der Vlugt R, Bergervoet
J, Tomlinson J, Mumford R. Methods in virus diagnostics:
from ELISA to next generation sequencing. Virus Res. 2014
Jun 24;186:20-31.

Kohler G, Milstein C. Continuous cultures of fused cells
secreting antibody of predefined specificity. Nature. 1975
Aug 7;256(5517):495-7.

Durmaz EO. B hiicre aktivasyonu ve antikor iiretimi.
Tiirkderm, 2013;47; Ozel say1 1;24-47.

Wong RC, Tse HY. Drugs of abuse, Body fluid testing.
Chapter 4: The use of nitrocellulose membranes in lateral-
flow assays. Humana press, 2005, Canada.

Diizce Tip Fakiltesi Dergisi 2014; 16(3): 45-53

45.

46.

47.

Moghadam BY, Connelly KT, Posner JD. Two orders of
magnitude improvement in detection limit of lateral flow
assays using isotachophoresis. Anal Chem. 2015 Jan
20;87(2):1009-1017.

Zhu X, Shah P, Stoff S, Liu H, Li CZ. A paper electrode
integrated lateral flow immunosensor for quantitative analysis
of oxidative stress induced DNA damage. Analyst. 2014 Jun
7;139(11):2850-2857.

Mulder PP, von Holst C, Nivarlet N, van Egmond HP. Intra-
and inter-laboratory validation of a dipstick immunoassay for
the detection of tropane alkaloids hyoscyamine and
scopolamine in animal feed. Food Addit Contam Part A Chem
Anal Control Expo Risk Assess. 2014;31(7):1165-76.

48. Jawaid W, Campbell K, Melville K, Holmes SJ, Rice J, Elliott

CT. Development and Validation of a Novel Lateral Flow
Immunoassay (LFIA) for the Rapid Screening of Paralytic
Shellfish Toxins (PSTs) from Shellfish Extracts. Anal Chem.
2015 May 19;87(10):5324-32.

53



