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ÖZET

İmmünokromatografik kart testler düşük maliyetli, uzun raf ömürlü, yüksek duyarlılık ve
seçiciliğe sahip, düşük dedeksiyon limiti taşıyan, hızlı sonuç verebilen ve tüm dünyada yaygın
olarak kullanılan testlerdir. Sıklıkla gebelik testi amaçlı kullanılmakla birlikte gıda güvenliği,
uyuşturucu tarama testleri, mikrobiyolojik tanı testleri gibi oldukça geniş alanlarda da kullanımı
söz konusudur. Testte kullanılan nanopartiküller sayesinde analiz sonucu gözle görülebildiğinden
çoğu zaman ek bir cihaza gerek duyulmamaktadır. Bu testler sıklıkla kalitatif bir yöntem olarak
kullanılır.  Ancak aynı teste farklı dedeksiyon limitlerine sahip birden fazla test bölgesi eklenerek
yarı kantitatif testler olarak da kullanılmaktadırlar. Bu testlerde esas olarak yüksek seçiciliğe
sahip antijen-antikor reaksiyonu kullanıldığından, doğruluk oranları genel olarak %98’in
üzerinde olmaktadır. Sandviç ve yarışmalı model olmak üzere 2 farklı tipi bulunur. 

Bu derlemeyle, “gebelik testi nasıl çalışır?” veya “yeni bir kart test nasıl üretilir?” gibi sorulara
cevap bulunmasının yanı sıra, yeni bir immünokromatografik kart test üretmek isteyenler için
yol gösterici olmak amaçlanmıştır. Çalışmanın kendi konusunda Türkçe olarak yazılmış ilk
derleme olduğu düşünülmektedir.

Anahtar kelimeler: İmmünokromatografik kart test, analiz testi geliştirme, test çalışma
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. 

GİRİŞ
Zaman ilerledikçe teknoloji gelişmekte, artan insan nüfusuna paralel olarak toplumun ihtiyaçları
da artmaktadır. Özellikle teknolojinin gelişmesiyle hayatımıza daha çok kimyasal madde
girmektedir. Çevresel toksinler, gıdalar, gıda katkıları, kozmetikler, ilaçlar, pestisitler, sanayi
atıkları gün geçtikçe insan hayatını daha fazla etkilemektedir. Ayrıca zamanla hastalıklar daha
iyi tanınmakta, tedavi olanakları da artmaktadır. Tüm bu gelişmeler sonucu insanlığın daha fazla
analiz ihtiyacı ortaya çıkmaktadır. Buna paralel olarak da hızlı sonuç veren ve kolay kullanılan
bazı analiz yöntemlerinin kullanım alanı yaygınlaşmaktadır. Bu amaçla en sık kullanılan analiz
araçları arasında immünokromatografik testler bulunmaktadır. Bu testler içinde gözle görülerek
sonucu yorumlanan immünokromatografik kart testler en popüler olanlarıdır. Ekonomisi çok
güçlü olmayan toplumlarda ucuz olmaları, kolay kullanılmaları ve laboratuvar ekipmanları
gerektirmemeleri nedeniyle bu testlere daha fazla ihtiyaç duyulmaktadır (1).
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İmmünokromatografik kart testlerin isimlendirilmesi konusunda
maalesef ortak bir konsensüs bulunmamaktadır. Bu derlemede
kullanılan “immünokromatografik kart test” ve aynı amaçla
kullanılan “kart test” isimleri de buna dahildir ve dilimizde ortak
bir terminoloji bulunmamaktadır. Günlük hayatta kart test,
immünokromatografik kart test, immünokromatografik test,
kromatografik kart test, dip test, dipstik test, dipkart test, strip test,
yanal akış testi gibi farklı adlar kullanılmaktadır. İngilizce 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 bazı
adlarla bilinmektedir (1-5). Mevcut teknolojide yapılan ufak
değişiklikler sonrası ortaya çıkan yeni ürünler de isimlendirmeyi
artırmaktadır (immün floresan testler gibi) (6). 
İlk kağıt tabanlı analitik prosedür kromatografi kağıdıdır. Bunu
icat eden Martin ve Synge isimli bilim adamları, 1952 yılı Nobel
kimya ödülüne layık görülmüşlerdir (7). 1953 yılında Clark ve
ark. tarafından ilk tanımlanması sonrasında günümüze kadar
birçok biyosensör yaşantımızda yerini almıştır (8). Halk arasında
gebelik testi amacıyla kullanımının oldukça yaygınlaşması
neticesinde ise immünokromatografik kart testler tüm dünyada
oldukça popüler hale gelmiştir. Günümüzde gebelik testi dışında,
uyuşturucu tarama testleri, gıda güvenlik testleri, mikrobiyolojik
tanı testleri, toksin testleri, organ yetmezliği testleri, veterinerlikte
hastalık teşhisi gibi birçok alanda yaygın bir şekilde kullanılırlar
(9-16).   
Bu testler sağlık alanında da oldukça sık olarak kullanılmaktadır.
Gelişmiş ülkelerce kabul edilen bu test yönteminin daha kullanışlı
ve güvenilir olabilmesi için Dünya Sağlık Örgütü’nün bazı
kriterleri vardır: “Affordable, sensitive, specific, user-friendly,
robust and rapid, equipment-free, deliverable to those who need
the test” kriterlerinin baş harflerinden oluşan “ASSURED” yani
“kendinden emin” kelimesi ile bu testlerin karşılaması gereken
kriterler ifade edilmiştir. Bu kriterler özetle; “ulaşılabilir, duyarlı,
özgül, kullanımı kolay, kesin ve hızlı sonuç veren, cihaz
gerektirmeyen, toplumda ihtiyaç duyulan” özelliklere sahip olmak
şeklinde ifade edilebilir (7). 
İmmünokromatografik kart testlerin, bilinen kaset şekilleri dışında
kullanım amacına bağlı olarak geliştirilmiş farklı tasarımları da
bulunmaktadır. Dipstik ve bardak testleri buna örnektir. Bu
testlerin tıbbi tanı ve özellikle uyuşturucu tarama testi amaçlı
olarak kullanımı oldukça yaygındır. Testler kişilerin idrarında
yapıldığından, testin idrar içine daldırılması ile yapılan “dipstik”
testler, “daldırma testi” ismiyle de bilinmektedir. Birden fazla
şeridin yan yana eklenmesiyle, birçok maddeyi aynı anda analiz
eden panel şekilleri de bulunmaktadır. Ayrıca kart test şeritlerinin
bardak kapağına entegre edilmesi ile elde edilen “bardak test”
şeklinde uygulamaları da bulunmaktadır (17-18).   

AVANTAJLARI VE DEZAVANTAJLARI
İmmünokromatografik kart test kullanımının az sayıda
dezavantajına karşın, birçok avantajı bulunmaktadır. Başlıca
avantajları yüksek duyarlılığa ve seçiciliğe sahip olmaları,
üretiminin kolay olması, düşük maliyetli olmaları, testlerin tek
olarak uygulanabilmesi, cihaza gerek duyulmaması, sahada
gerçekleştirilebilmesi, raf ömrünün uzun olması, analiz
metodunun kolay uygulanması ve özel eğitim gerektirmemesi,
sonucun gözle görülebilir olması, uzman kişilere gerek
duyulmaksızın herkes tarafından uygulanabilecek kadar kolay
olması, sonuçların güvenilirliğinin yüksek olması, moleküller
dışında tam hücre ve nükleik asit yapılarının analizi için de
kullanılabilmesidir (1, 19). Dezavantajları ise tam kantitatif
uygulamasının olmayışı, kullanıcılar arasında sonuçların
yorumlanmasında farklılıklar olabilmesi, çok küçük volümlerin
analizde yetersiz kalması, şerit başına tek bir analitin ölçülebilmesi
ve sadece sıvı numuneler için kullanılabilmesidir (1, 19).

İMMÜNOKROMATOGRAFİK KART TESTLERİN YAPISI
İmmünokromatografik kart testler genelde şerit yapısında
üretilirler. Sıklıkla eni 4-6 mm, boyu 6-7 cm, kalınlığı ise 1-2
mm’dir. Kapiller akım prensibine göre çalıştığından bu boyutlar
genelde benzerdir. İmmünokromatografik kart testlerin yapısında
dikkat çeken bölümler genel olarak aşağıda yer almaktadır (1, 20,
21) (Şekil 1):

1-Plastik taban ve kaset kapak
2-Numunenin damlatıldığı ve selüloz yapılı “numune pedi”
3-Renkli molekül ve antikorların bulunduğu, reaksiyonların
gerçekleştiği fiber glass yapılı “reaksiyon pedi”
4-Kapiller akımın gerçekleştiği ve sonucun izlendiği nitroselüloz
membran
5-Test çizgisi ve kontrol çizgisi
6-Artan numunenin biriktiği selüloz yapılı “atık pedi”.

İmmünokromatografik kart testlerin üstü plastik kaset kapak ile
kapalıdır ve sadece numune damlatma alanı ile gözlem penceresi
alanı açıktır. Bu nedenle sadece bu alanlar gözle görülebilir.
Numune damlatma alanının hemen altında numune pedi
bulunmaktadır ve damlatılan numune öncelikle bu pedde birikir.
Numune, bu pedin sıvı tutma kapasitesinden fazla
damlatıldığından sıvı bu pede temas eden konjugasyon pedine
doğru ilerler. Konjugasyon pedinin üzeri kapalıdır ve renkli
moleküller bu pedde bulunur. Konjugasyon pedine gelen sıvı
numune buradaki moleküllerle reaksiyona uğrar, bu peddeki
molekülleri de sürükleyerek buna temas eden nitroselüloz
membrana doğru ilerler. Nitroselüloz membranın ilk kısmı
örtülüdür, ancak daha sonraki test ve kontrol çizgisini içeren
bölümünün üzeri açıktır; test sonucu buradan gözlemlenir.
Nitroselüloz membrana gelen sıvı, içindeki molekülleri de
sürükleyerek membran üzerinde kapiller akım kuvvetine göre
membranın sonuna doğru ilerler. Bu sırada test çizgisi ve kontrol
çizgisinde ilgili reaksiyonlar gerçekleşir ve buna göre test
sonucunu belirten renkli çizgiler oluşur. Sıvı daha da ilerleyerek
membranın sonuna temas eden atık pedinde birikir, bu alanın da
üzeri kapalıdır. Tüm bu olaylar yaklaşık olarak birkaç dakika
içinde gerçekleşir ve sonuç en fazla 5 dakika içinde okunabilir.
Test sonucunu belirten çizgiler saatler boyunca değişmeden kalır.
Pedler ve nitroselüloz membranın bütünlüğünü korumak için en
alta bir plastik taban yerleştirilir ve tüm diğer parçalar bu plastiğin
üzerine sabitlenmiş haldedir. Numune olarak direk kanın
kullanıldığı modellerde bu yapılara ilave olarak kan filtresi gibi
bazı farklı elemanlar da bulunabilir (22, 23). 

İMMÜNOKROMATOGRAFİK KART TESTLERİN
KULLANIMI
Testler genellikle tek olarak paketlenmiş haldedir ve uzun süre
bozulmaması için paket içinde ayrıca bir nem alıcı madde bulunur
(genellikle silika jel). Numunenin kullanım şekline bağlı olarak
çoğunlukla paket içinde veya ayrıca bir damlalık bulunabilir. Bu
testlerde numunenin sıvı olması gerekmektedir. Eğer numune sıvı
halde değilse veya yeterince akışkan değilse, bu durumda paket

Kaya ve ark.

Şekil 1: İmmünokromatografik kart testlerin genel görünümü:
A; paketli görünüm, B; paket içeriği, C; plastik kapak açılmış
görünüm, D; iç şeridin görünümü ve bölümleri.
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içinde veya dışında numuneyi sıvılaştıracak veya seyreltecek ilave
solüsyon ve ekipman da bulunur. Kullanım sırasında öncelikle
paket yırtılarak açılır, numune sıvı değilse uygun şekilde sıvı hale
getirilir. Kart testin numune damlatma alanında sıvı haldeki
numune damlatılır (24). Dipstik testlerde damlatmaya gerek
olmaksızın sıvı içine testin uç kısmının daldırılması yeterlidir.
Teste uygulanan sıvının membranın sonuna kadar ilerlemesi
gerekir. Aksi takdirde test geçersiz kabul edilir. Numune
membranın sonuna kadar ulaştığında, membran yapısı gereği daha
fazla numuneyi sürüklemez. Yaklaşık olarak 1 dakika içinde
kontrol çizgisi alanında çizgi belirmeye başlar ve 5 dakika içinde
bu çizgi net olarak oluşur. Herhangi bir nedenle kontrol çizgisi
oluşmamışsa test geçersizdir ve başka bir paket açılarak test
tekrarlanmalıdır. Test çizgisi alanında testin sonucuna göre çizgi
oluşur ya da oluşmaz. Testin üretim tekniğine göre çizginin varlığı
pozitif veya negatif olarak değerlendirilir. Yarışmalı ve sandviç
modellerin test sonuçları birbirine terstir, buna dikkat etmek
gerekir. Sonucun nasıl yorumlanacağı testin plastik kaset
kapağının üzerinde veya kullanım kılavuzunda mutlaka
gösterilmiştir. Şekil 2’de kart test sonuçlarının yorumlanması
gösterilmiştir (25).
İmmünokromatografik kart testlerin sonucunun yorumlanması
için herhangi bir cihaz kullanım zorunluluğu yoktur. Çoğu zaman
aslında kullanıcının gözü bu işlevi yerine getirir. Bu durum da
kullanıcılar arasında yorum farkı nedeniyle sonucun subjektif
olarak yanlış yorumlanmasına neden olabilir. Doğru olan, test
çizgisi alanında görülen çizginin çok silik bile olsa var olduğunun
kabul edilmesidir. Çünkü üretim tekniği gereğince bu testlerde bir
eşik değer uygulanır ve bu uygulama ileride anlatılmıştır. Eğer
numunedeki analit (aranılan madde) miktarı eşik değere çok yakın
ise bu durumda test çizgisi alanında oldukça silik, belli belirsiz
bir çizgi oluşur. Bu durumun kesin sonucu “numunedeki analit
konsantrasyonunun eşik değere çok yakın olması” şeklinde
yorumlanmalıdır. Şekil 3’te bu durum gösterilmiştir. 
Yukarıda anlatılan kullanıcılar arası yorum farkına bağlı
karışıklığı önlemek için bazı basit cihazların kullanımı söz konusu
olmuştur. Bu cihazlar genel olarak oldukça ucuzdur, kullanımı
kolaydır ve kredi kartı POS cihazı kadar küçük yapıya sahiptirler.
Bunlar aslen bir renk farkı okuma cihazıdır ve bu sayede kullanıcı
kaynaklı hatalar giderilebilir. Son yıllarda akıllı cep telefonlarının
çıkmasıyla, bu cihazların kameraları sayesinde testin sonucunun
yorumlanmasını sağlayan uygulamalar da geliştirilmiştir. Ayrıca
daha rahat kullanım için akıllı gözlük modeli de geliştirilmiştir ve
teknolojiye bağlı olarak yeni cihazlarla entegrasyon modellerinin
araştırmaları devam etmektedir (25-28).

İMMÜNOKROMATOGRAFİK KART TESTLERİN
ÇALIŞMA PRENSİBİ
İmmünokromatografik kart testler, gözlem penceresindeki kontrol
ve test çizgilerinde gözle görülebilen renkli çizgi bulunup
bulunmamasına göre sonuç verirler. Normalde test yapılmadan
önce bu alanda gözle görülebilen herhangi bir çizgi bulunmaz. Bu
testlerde esas reaksiyon antijen-antikor kompleksinin oluşmasına
bağlıdır. Genel olarak, antijen veya antikordan birisi kart testin
zemininde bulunan nitroselüloz membrana sabitlenir, diğerinin
ise reaksiyon pedinde hareketli kalması sağlanır. Bu hareket
esnasında kompleks oluşur ve bu kompleksin varlığına veya
yokluğuna göre sonuç yorumlanır (29, 30). Kart testlerde, test
çizgisi alanında nitroselüloz zemine sabitlenen moleküllere göre,
sandviç model ve yarışmalı model olmak üzere 2 farklı çalışma
prensibi bulunmaktadır (Şekil 4). Sandviç model ilk üretilen
testlerde kullanıldığı için buna ayrıca standart model veya
konvansiyonel model de denir. Kontrol çizgisinin çalışma prensibi
her iki modelde de aynıdır ve testin geçerliliğini kontrol etmeyi
sağlar. (30)
Membrana moleküllerin sabitlenmesi
Kart testlerde, nitroselüloz membrandaki test çizgisine ve kontrol
çizgisine bazı moleküllerin sabitlenmesi gerekmektedir. Kapiller
akım sırasında bu moleküllerin hareket etmeden sabit olarak
kalması sonucu, bu alanlarda renk oluşumu görülebilir. Bazı
moleküller büyük protein yapısında oldukları için kendileri
nitroselüloz membranda sürüklenmeden sabit kalabilmektedirler.
Bu yapıdaki moleküllerde ayrıca bir yardımcı sabitleme
molekülüne ihtiyaç duyulmaz. Ancak bazı moleküller küçük
yapıdadır ve kapiller akım kuvvetiyle sürüklenirler. Bu
moleküllerin sabit kalabilmesi için yardımcı büyük proteinler
kullanılabilir. En sık kullanılan ajanlar albümin (bovine serum
albumin) ve ovalbumindir. Bu ajanların nonselektif bağlanma
bölgeleri nedeniyle, birçok molekülle bağ yapması mümkündür.
Böylece, normal halde nitroselüloz membranda sabit kalamayan
bir molekül, bu proteinlerle bağlandıktan sonra sabit olarak
kalabilmektedir. Bunun yanında sükroz gibi bazı şeker
molekülleri de kullanılabilir. Bu durumda membrana sabitlenecek
olan molekül ile yardımcı sabitleme molekülünün bağ yapması
öncelikle gereklidir. Bu bağ nonselektif olduğundan, çoğunlukla
birkaç saat her iki molekülü aynı sıvı ortamında karıştırmayla
sağlanabilir. Yardımcı molekül ile bağlanmış olan molekül
nitroselüloz membrana uygulandıktan sonra, 10 saat gibi uzun bir
süre bekletilmesinin ardından membranda sabit olarak
kalabilmektedir. (31)
Sandviç Model (Konvansiyonel Model; Standart Model)
Sıklıkla kullanılan gebelik testleri bu modele göre üretilmektedir.
Bu modelin uygulanabilmesi için, analitin birden fazla antijenik

Şekil 2: Yarışmalı modelde üretilmiş panel tipi çoklu im-
münokromatografik kart testin sonuçlarının yorumlanması. A,
B, C ve E şeritlerinde sonuç negatiftir; D şeridinde sonuç poz-
itiftir; F şeridinde hiç çizgi yoktur, bu şeritte sonuç geçer-
sizdir ve tekrarlanmalıdır. 

Kaya ve ark.

Şekil 3: Yarışmalı modelde üretilmiş panel tipi çoklu im-
münokromatografik kart testin silik görünen çizgilerin
yorumlanması. A, B, C, D ve E şeritlerinde çift çizgi görün-
mektedir, sonuç negatiftir; F şeridinde sadece kontrol çizgisi
görünmektedir sonuç pozitiftir. C, D ve E şeritlerinin test
çizgisinin silik olduğuna ve bu durumda da “çizgi var” olarak
kabul edildiğine dikkat ediniz.
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determinant bölgeye sahip olması şarttır. Genel olarak bu model,
protein yapısındaki büyük moleküller için daha uygundur. Bu
modelde konjugat pedinde, renkli molekül bağlanarak
renklendirilmiş olan analite spesifik monoklonal veya poliklonal
antikor bulunmaktadır. Bu antikorlar reaksiyon pedinde sabit
değildir ve gelen sıvı numune ile beraber bu renkli antikorlar da
test çizgisine doğru sürüklenir. Test çizgisi alanına ise yine analite
spesifik başka bir tür antikor sabitlenmiştir. Sandviç modelde,
gözlem penceresinde çift çizgi görülürse sonuç pozitif; tek çizgi
görülürse sonuç negatiftir (32).
Sandviç modelde pozitif sonuç: Numunede aranan analit
bulunuyorsa testin sonucunun pozitif olması beklenir. Bu sonuç
şu şekilde gerçekleşir: Numunedeki analit, konjugat pedindeki
renklendirilmiş spesifik antikoruna selektif olarak bağlanır ve
numune ile birlikte analit-antikor-renk molekülü kompleksi, test
çizgisine doğru ilerler. Numune ile birlikte test çizgisine gelen bu
kompleksteki analit, test çizgisine sabitlenmiş antikorlara da
bağlanarak, test çizgisi alanında gözle görülebilen renkli bir çizgi
oluşumunu sağlar. Testin geçerli olduğu her durumda kontrol
çizgisinde renk oluşacağından sandviç modelin pozitif sonucunda
gözlem penceresinde çift çizgi görülür.
Sandviç modelde negatif sonuç: Numunede aranan analit
bulunmuyorsa testin sonucunun negatif olması beklenir. Bu sonuç
şu şekilde gerçekleşir: Numunede analit olmadığından, konjugat
pedindeki renkli antikora bağlanma olmaz. Bu antikorlar numune
ile beraber sürüklenerek test çizgisi alanına geldiklerinde, test
çizgisindeki sabitlenmiş antikorlara bağlanmazlar ve ilerleyerek
atık pedinde birikirler. Atık pedi kapalı alanda olduğundan
herhangi bir renkli çizgi görülmez. Testin geçerli olduğu her
durumda kontrol çizgisinde renk oluşacağı için, sandviç modelin
negatif sonucunda gözlem penceresinde tek çizgi görülür ve bu
kontrol çizgisidir (32, 33) (Şekil 5).
Yarışmalı model
Bu model, sadece tek bir antijenik determinant bölgeye (antikor
oluşturulabilen bölge) sahip ve sıklıkla küçük moleküler yapılı
analitler için daha uygundur. Bu modelde konjugat pedinde renkli
molekül bağlanarak renklendirilmiş analite spesifik monoklonal
antikor bulunur. Bu antikorlar sabit değildir ve gelen sıvı numune
ile beraber bu renklendirilmiş antikorlar da test çizgisine doğru
sürüklenir.  Test çizgisi alanına ise, analiz edilmek istenen analitin
kendisi sabitlenmiştir. Yarışmalı modelde, gözlem penceresinde
tek çizgi görülürse sonuç pozitif; çift çizgi görülürse sonuç
negatiftir. Bu özelliği ile anlatılan modeller birbirine ters şekilde
sonuç verir ve pratik uygulama sırasında dikkat edilmesi gerekir
(32, 33).
Yarışmalı modelde pozitif sonuç: Numunede aranan analit
bulunuyorsa testin sonucunun pozitif olması beklenir. Bu sonuç
şu şekilde gerçekleşir: Numunedeki analit, konjugat pedindeki
renklendirilmiş spesifik monoklonal antikoruna selektif olarak

bağlanır ve numune ile birlikte analit-antikor-renk molekülü
kompleksi test çizgisine doğru ilerler. Numune ile birlikte test
çizgisine gelen bu kompleksteki monoklonal antikor, test çizgisine
sabitlenmiş aynı analite bağlanamaz, çünkü numunede bulunan

Kaya ve ark.

Şekil 4: İmmünokromatografik kart testlerin sandviç ve
yarışmalı modelinin şematik gösterimi.

Şekil 5: Sandviç model kart testin çalışma prensibi. Pozitif
(A) ve negatif (B) sonucun oluşumunu sağlayan moleküllerin
şematik gösterimi. İşleyişin anlaşılması için tüm işlevsel
moleküller gösterilmiştir, testin uygulanmasında ise sadece
kırmızı yuvarlak olarak şematize edilenler gözle görülebilir.
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analit ile bağlanarak bağlanma bölgesi kapatılmıştır. Böylece test
çizgisi alanında renkli bir çizgi oluşmaz. Testin geçerli olduğu her
durumda kontrol çizgisinde renk oluşacağı için, yarışmalı modelin
pozitif sonucunda gözlem penceresinde tek çizgi görülür.
Yarışmalı modelde negatif sonuç: Numunede aranan analit
bulunmuyorsa testin sonucunun negatif olması beklenir. Bu sonuç
şu şekilde gerçekleşir: Numunede analit olmadığından, konjugat
pedindeki renklendirilmiş spesifik monoklonal antikorlar herhangi
bir bağ yapmazlar ve bağlanma bölgeleri açık kalır. Numune ile
birlikte renklendirilmiş antikor test çizgisine doğru ilerler.
Numune ile birlikte test çizgisine gelen monoklonal antikorlar test
çizgisine sabitlenmiş analite bağlanırlar, çünkü numunede analit
bulunmadığından antikorların bağlanma bölgeleri halen açıktır.
Böylece test çizgisi alanında renkli bir çizgi oluşur. Testin geçerli
olduğu her durumda kontrol çizgisinde de renk oluşacağı için,
yarışmalı modelin negatif sonucunda gözlem penceresinde çift
çizgi görülür (34, 35) (Şekil 6).
Her iki modelde kontrol çizgisinde renk oluşumu
Kart teste uygulanan numune miktarı yetersiz olursa test sonucu
yanlış yorumlanabilir. Bunu engellemek için her teste kontrol
çizgisi eklenir ve bu çizgi daima test çizgisinden daha ileriye
yerleştirilir. Bu yerleşim nedeniyle, öncelikle numune test
çizgisine ulaşır ve daha sonra kontrol çizgisine ulaşır. Böylece
numunenin test çizgisine ulaştığından emin olunur. Her iki
modelde de, sonucun pozitif veya negatif olmasına bağlı
olmaksızın, kontrol çizgisinde her zaman renk oluşmalıdır. Bu
çizginin görülmesi ile numunenin yeterli olduğu ve testin geçerli
olduğu anlaşılır. 
Kontrol çizgisindeki renk oluşumu her iki modelde de aynı şekilde
gerçekleşir. Kontrol çizgisinde nitroselüloz membrana bağlanacak
antikor, test için kullanılan antikorun üretildiği hayvana göre
değişiklik gösterir. Test için kullanılan ve konjugat pedinde
bulunan antikorlar hangi hayvandan üretilmişse ve hangi tipte
immünglobulin yapısına sahip ise, ona karşı başka hayvanda
üretilmiş sekonder antikorlar kontrol çizgisine sabitlenir. Örnek
olarak; gebelik testlerinde hedef analit olan Beta-HCG
molekülüne spesifik antikorlar eğer farede üretilmiş ve IgG
yapısında ise, kontrol çizgisine “fare IgG’ye spesifik keçi
antikoru” kullanılabilir. Konjugat pedine, test çizgisine sabitlenen
molekül sayısından çok daha fazla sayıda renkli antikor
eklendiğinde, test çizgisinden artan antikorlar kontrol çizgisine
gelerek burada renkli çizgi oluştururlar. (32-37)

İMMÜNOKROMATOGRAFİK KART TEST ÜRETİMİ
İmmünokromatografik kart test üretimi için bazı laboratuvar
gereçleri, üretim makinaları, analite spesifik antikorlar ve analitin
kendisi, renkli nanopartiküller (altın nanopartikülü), sabitleyici
moleküller (bovine serum albümine veya ovalbumine),
nitroselüloz membran, pedler, plastik tabanlık ve kaset
malzemeleri gereklidir (32).   
Üretim Makineleri:
İmmünokromatografik kart testlerin AR-GE çalışmaları zahmetli
olmakla birlikte, seri üretimi oldukça kolaydır. Araştırma amaçlı
olarak az sayıda (örneğin 100 test/gün) test üretilmesi
gerektiğinde temel laboratuvar imkanları yeterli olabilir. Bu
aşamada en önemli işlemlerden biri, membrana uygulanan test ve
kontrol çizgilerinin ince, düzgün ve homojen olarak çizilmesidir.
Bu iş için bazı cihazlar bulunmaktadır. Temel olarak çok küçük
hacimde enjeksiyonu sabit hızda yapan cihazlar kullanılmaktadır.
Otomatik perfüzyon makinaları da bu amaçla
kullanılabilmektedir. Bu işlemde, bir taraftan sabit hızda
enjeksiyon ile membrana sıvı uygulanırken, diğer taraftan
membran sabit hızla hareket ettirilerek, membran üzerine ince ve
düzgün bir çizgi halinde sıvının uygulanması mümkün olmaktadır
(Şekil 7). Daha sonra membrana uygulanan sıvının kurutulması
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Pozitif numune

Şekil 6: Yarışmalı model kart testin çalışma prensibi. Pozitif
(A) ve negatif (B) sonucun oluşumunu sağlayan moleküllerin
şematik gösterimi. İşleyişin anlaşılması için tüm işlevsel
moleküller gösterilmiştir, testin uygulanmasında ise sadece
kırmızı yuvarlak olarak şematize edilenler gözle görülebilir.
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için uygun bir kurutucu ortam kullanılabilmektedir. Sonraki
aşamada testlerin 5-6 mm kalınlığında şerit halinde kesilmesi
gerekir. Bu şeritler daha sonra plastik kaset kapakların arasına
alınarak kapak kapatılır. Son aşamada ışık ve nem geçirmez bir
ambalaj ile her test tek tek paketlenir. Bu üretim için gerekli
cihazların maliyeti yaklaşık olarak 2000 USD dolayındadır (32,
38).
Daha büyük ölçekli üretimlerde ise (örneğin 1000 test/gün) bazı
makinaların kullanılması gerekebilir. Bunlar kart test çizici
(dispenser), kurutucu, kart test kesici ve paketleyici makinalarıdır.
Bu makinalar yukarıda anlatılan işlemleri daha hızlı bir şekilde
yapmak üzere tasarlanmıştır. Kart test üretimini az da olsa sürekli
olarak yapan birimlerde bu cihazların olması yeğlenir. Bu
cihazlarla donatılan üretim yerlerinde günde birkaç bin adet
immünokromatografik kart test üretilmesi mümkündür. Bu
makinaların tamamının yaklaşık maliyeti ortalama 40000 USD
kadardır.
Çok daha büyük ölçekli üretimlerde ise (5000 test/gün ve daha
fazla) yukarıdaki işlemlerin tamamını sıraya göre yapan otomatik
makinaların kullanımı gerekmektedir. Bu makinaların bir adedinin
maliyeti yaklaşık olarak 150000 USD dolayındadır (32, 38).

RENKLİ MOLEKÜLLER
Aslında immünokromatografik testlerin gözle direk görülemeyen
şekilleri de vardır ve bunların sonucunun yorumlanması için
ayrıca bir cihaz gerekir. Floresan antikorlar bunun en sık
kullanılan örneğidir. İmmünokromatografik kart testlerde bu tip
bir cihaz yerine insan gözünün görme yeteneğinin kullanıldığını
düşünebiliriz. Böylece başka bir dedeksiyon cihazına gerek
kalmamaktadır. İmmünokromatografik kart testlerin sonucu gözle
görülerek yorumlandığından, test üzerinde gözle görünür bir
farklılık olması gerekir. Gözle görünebilmek içinse materyalin
görünür ışık dalga boyuna sahip olması gerekmektedir. Bu
testlerde kullanılan antikorlar gözle görülmediğinden bu
antikorların gözle görünür bazı moleküllerle desteklenmesi
gerekir. Karbon nanopartikülleri, kolloidal selenyum, manyetik
nanopartiküller, gümüş nanopartikülleri, platin nanopartikülleri
bu alanda nadiren kullanılabilmektedir. Bu amaçla en sık
kullanılan renklendirici madde ise altın atomu kaynaklıdır. Altın
nanopartikülleri veya kolloidal altın ismiyle sıklıkla kullanılır (1). 
Altın partiküllerinin kart testlerde kullanımı ilk olarak 2002
yılında tanımlanmıştır (9). Bu nanopartiküllerin sentezi kolay,
stabilitesi yeterli, manipülasyonu mümkündür ve molekül
boyutları ayarlanabilir. Altın nanopartikülleri çıplak gözle
rahatlıkla görülebilen kırmızı tonlarında bir renk oluşumu sağlar.

Dedeksiyon limitine göre görülen renk pembe-kırmızı-mor
arasında değişkenlik gösterir. Antikorlar dışında DNA ve
aptamerler gibi biyomoleküllerle, toksinler ve katyonik metaller
gibi moleküllerle de rahatlıkla bağlanabilir. Bu özellikleri
sayesinde günümüzde immünokromatografik kart testler için en
uygun renklendirici molekül olarak bilinmektedir. Altın
nanopartikülleri, altın madeninden elektrolizle veya sıvı içinde
kloroaurik asitin indirgenmesi yöntemiyle kolayca elde
edilebilmektedir (1, 9, 39). 
Renkli molekül seçimini kısıtlayan önemli faktörlerden biri de
renkli molekülün antikora bağlanmasıdır. Altın nanopartikülleri
bu alanda başarılı oldukları için de sıkça tercih edilirler. Altın
nanopartiküllerinin antikor gibi büyük biyomoleküllere
bağlanması oldukça kolaydır. Genellikle belli bir sıvı ortamda bir
süre karıştırılarak bekletildiğinde bağlanma gerçekleşir (1, 39).

NUMUNEDEKİ ANALİTİ TANIYAN MOLEKÜLLER
Bir numunede herhangi bir analitin analizinin yapılması
gerektiğinde en önemli sorunlardan birisi ayrıştırmadır. Numune
içinde genellikle analit dışında birçok madde bulunur. Analiz
yapılması için öncelikle bu diğer maddelerden kurtulmak gerekir.
Kromatografik yöntemler esas olarak bu amaçla kullanılır.
Böylece analizden önce saflaştırma işlemi gerçekleştirilir. Ancak
saflaştırma her zaman yeterli düzeyde olmayabilir (40). Bir
numunedeki analiti diğer maddelerden saflaştırmadan analiz
etmek de mümkündür. Bu durumda analiti seçici olarak tanıyan
özel bir molekül gerekir. Günümüzde kromatografi dışındaki
birçok analiz yöntemi bu esasa göre çalışır. Burada en önemli
sorun seçiciliktir. Moleküler yapılarda bilinen seçici moleküller
aslen biyolojik kaynaklı olan antijen-antikorlar, enzim-substratlar
ve reseptör-ligantlar olarak karşımıza çıkar (1). Biyokimyasal
analiz yöntemlerinde enzim-substrat ilişkisi oldukça sık
kullanılırken reseptör-ligant yapısı ise oldukça sınırlı şekilde
kullanılır. ELISA ve immünokromatografik testlerde ise antijen-
antikor kompleksi kullanılır. Bu yapının seçiciliği sayesinde,
numune içinde birçok başka molekül olmasına rağmen, sadece
istenen molekülün miktarı belirlenebilir. Böylece testlerin
seçicilik oranı %99’lara çıkar (29, 41). 

ANTİKOR ÜRETİMİ
Köhler ve Milstein isimli iki immünolog 1975 yılında monoklonal
antikor üretimi konusunda yeni bir yöntem tanımlamışlar ve 1984
yılında bu yöntemleriyle Nobel ödülüne layık görülmüşlerdir (42).
Antikor üretimi başlı başına ayrı bir konu olup, bu derlememizin
esas konusunu teşkil etmediğinden kısaca değinilmiştir. Bu
yöntemde öncelikle deney hayvanına (sıklıkla fare) antijenik
molekül enjekte edilir. Sonra hayvanın B lenfositlerini uyarmak
için komplet ve inkomplet Freud adjuvanları belli bir protokole
göre toplam 1 aya yakın süre uygulanır. Daha sonra farenin dalağı
alınarak, dalaktaki B hücreleri izole edilir ve bu hücrelerin başka
myeloma hücreleri ile hibrit oluşturması sağlanır. Oluşan yeni
hibrit hücreler hem antikor üretir hem de kanser özelliği sayesinde
sürekli olarak ürerler. Bu hücrelerden, ihtiyaç duyulan antikoru
üretenler ELISA yöntemi ile tespit edilerek bu hücrelerin üretimi
sağlanır. Üretilen ve seçilen bu yeni hücreler istenen monoklonal
antikoru saf olarak üretmektedirler. Bu hücreler hücre kültürü
vasatında üretilir ve hücre kültürü ortamında salgıladıkları
monoklonal antikorlar saflaştırma yöntemleriyle elde edilir (43). 

NİTROSELÜLOZ MEMBRAN VE DİĞER MATERYAL
Kimyasal madde olarak nitroselüloz, bir asırdan fazla süredir
yaşantımızdadır. İmmünokromatografik kart test yapısında
kullanılan materyallerin en önemlilerinden biri nitroselüloz
membrandır. Bu membran mikro gözeneklere sahip bir yapıdadır.
Bu gözenekler sayesinde membran üzerinde numune sıvısı ile
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Şekil 7: İmmünokromatografik kart test üretiminde membran
üzerine çizgi uygulaması.
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birlikte moleküller de ilerler. Membranın yapısı bazen çok büyük
moleküllerin ilerlemesine imkan vermeyebilir. Ayrıca su dışında
başka sıvıları içeren numunelerin kapiller akım hızları ve
kapasiteleri de farklılıklar gösterebilir. Böyle durumlarda farklı
gözenek büyüklüğüne sahip nitroselüloz membranlar denenerek
en iyi verimin alındığı tür tercih edilmelidir. Çoğunluğu su olan
sıvı içeren numunelerde 3-20 mikrometre arası gözenek yapılı
membranlar sıklıkla kullanılır. Kart testin yapısında kullanılan
numune pedi ve atık pedi selüloz yapısındadır. Reaksiyon pedi ise
nanopartikülleri bozmadığından ve büyük molekülleri
bağlamayarak hareketli kalmalarına izin verdiğinden fiber glass
materyalden yapılmıştır (3, 44).

DEDEKSİYON LİMİTİ VE EŞİK DEĞER
Her tür analiz yönteminde bir dedeksiyon limiti (analiz edilebilen
en az analit düzeyi) bulunur. Bu limit, testin güvenle tanıyabildiği
en alt değer olarak tanımlanır ve bu değerin altında o yöntem
sonuç veremez. Genel bir bakışla, dedeksiyon limiti en düşük olan
test yönteminin daha kullanışlı olduğu söylenebilir. Genelde
laboratuvar analiz yöntemlerinin nanogram/mililitre düzeylerine
kadar inebildiği görülür. Son yıllarda gelişen kütle spektrumu
dedektörleri sayesinde çok daha alt limitlere inilmesi de mümkün
olmuştur. Dedeksiyon limitinin yetersiz olması durumunda o
testin kullanımı mümkün değildir. Birçok testin her bir analit için
dedeksiyon limiti sabit bir değerdir. İmmünokromatografik kart
testlerin de diğer testler gibi bir dedeksiyon limiti bulunmaktadır.
Bu testlerin sonucunun yorumlanması gözle izlemeye bağlı
olduğundan, dedeksiyon limiti de oluşan çizginin gözle
görülebilmesi ile sınırlanır. Çalışmalara göre, kart testlerin
dedeksiyon limitinin bazı analitlerde 10 ng/ml düzeylerine kadar
inebildiği görülmüştür. Genel olarak bu testlerin dedeksiyon
limitlerinin 10-50 ng/ml arasında olduğu bilinmektedir. Aslında
kart testler çok düşük alt limitlere kadar inebilmektedir ancak, bu
durumda renk farkı gözle ayırt edilemediğinden yukarıda
bildirilen limitler güvenli sınır olarak görünmektedir. Dedeksiyon
limitinin yeterliğini belirleyen faktör, numunede bulunan analitin
beklenen konsantrasyonudur. Birçok analizde numunedeki analit
konsantrasyonu kart testlerin dedeksiyon limitlerinin oldukça
üzerindedir. Bu hali ile immünokromatografik kart testlerin
dedeksiyon limitlerinin birçok analit ve numune için uygun
olduğu görülmektedir (1, 45).   
İmmünokromatografik kart testler kalitatif sonuç verirler. Bu
durumda pozitif-negatif sınırını belirleyen bir eşik değer olması
gerekir. Bu değer numuneye ve analite göre değişmektedir. Testler
bu değerin altındaki konsantrasyonlarda negatif sonuç vermeli,
üzerindeki konsantrasyonlarda ise pozitif sonuç vermelidir.
Örneğin, esrar taramasında kullanılan nor-9-tetrahidrokannabinol
metabolitinin idrardaki eşik değeri birçok ülkede 50 ng/ml olarak
belirlenmiştir. Aslında bu metabolit için kart testlerin dedeksiyon
limiti daha düşüktür, bu durumda kart testlerde eşik değer
dedeksiyon limitinden daha yüksek bir değere ayarlanmaktadır.
İmmünokromatografik kart testlerde eşik değer ayarlanması, test
çizgisine sabitlenen molekül miktarı ile sağlanır. Bu çizgiye
sabitlenen molekül konsantrasyonu artırılarak eşik değer istendiği
kadar yükseltilebilir. Eşik değerin alt limiti ise yine dedeksiyon
limiti ile sınırlıdır, daha alt değerlere inilmesi mümkün değildir.
İhtiyaca göre ayarlanmış olan eşik değer testlerin validasyonu
sırasında teyit edilir (1, 45).  
İmmünokromatografik kart testlerle kantitatif analiz yapmak
şimdilik mümkün değildir. Ancak teste birden fazla eşik değer
uygulanırsa yarı kantitatif test üretilmesi mümkündür. Bu
durumda en düşük eşik değer test çizgisi, reaksiyon pedine yakın
olacak şekilde küçükten büyüğe doğru test çizgileri sıralanır. En
son sıraya ise kontrol çizgisi yerleştirilir. Böyle bir test ile yapılan
analizin sonucu “numunede x ile y arasında konsantrasyonda

analit bulunmaktadır” şeklinde verilebilir. Bu şekilde sonuç
verilmesine yarı kantitatif denilmektedir (39, 46, 47). 

VALİDASYON ÇALIŞMALARI
İmmünokromatografik kart test üretimi tamamlandıktan sonra
piyasaya sürmeden önceki son aşamada validasyon çalışmalarının
(testin geçerlilik ve doğruluk çalışmaları) yapılması gerekir. Bir
testin sadece validasyon çalışması bile başlı başına bir makale
konusu olabilmektedir. Validasyon çalışmalarının genel esasları
benzer olmakla birlikte, kullanım alanına göre bazı farklılıklar
olabilir. Örneğin, gebelik testinde duyarlık %95 sınırında kabul
edilebilirken, hayatı tehdit eden bir toksin analizi için geliştirilen
testte duyarlık %99’un üzerinde olmalıdır. Validasyon
çalışmalarında istatistik biliminin ilkelerine göre hareket
edilmesine dikkat edilmelidir. Genel olarak bakıldığında,
immünokromatografik kart testlerin validasyon parametrelerinin
%98’in üzerinde olduğu görülmektedir. Bu oran başka analiz
yöntemleriyle kıyaslandığında oldukça güçlüdür (1).
Validasyon çalışmalarının esası negatif veya pozitif olduğu bilinen
numunelerin yeni test ile analizine dayanır. Bu nedenle
numuneleri analiz etmek için öncelikle başka bir altın standart
yöntem olması gerekir. Yeni üretilen kart testin validasyon verileri
bu altın standart yönteme oranla ifade edilir. Validasyon
çalışmaları amacıyla çoğunlukla duyarlılık, seçicilik, eşik değer
kontrolü, gün içi değişkenlik, günler arası değişkenlik, kullanıcılar
arası değişkenlik, stabilite çalışmaları yapılması gerekmektedir
(47, 48). 
Validasyon testleri için gerekli numune sayıları, istenen güç
oranına göre istatistiksel hesaplamalarla bulunur. Validasyon
çalışmalarında, kart testin kullanım amacına uygun numuneler
kullanılır. Örneğin bir kart test inek sütünde toksin analizi için
geliştirilmişse, validasyon çalışmalarında da inek sütü
kullanılmalıdır. 
Duyarlılık; bir testin pozitif olan numuneleri pozitif olarak
belirleme oranıdır. Örneğin yeni üretilen bir testte 100 adet pozitif
numune analiz edildiğinde, 96 tanesinde pozitif sonuç veriyorsa
bu testin duyarlığı %96’dır. Seçicilik; bir testin negatif olan
numuneleri negatif olarak belirleme oranıdır. Yine örnek olarak
yeni üretilen bir testte 100 adet negatif numune analiz edildiğinde,
95 tanesinde negatif sonuç veriyorsa bu testin seçiciliği %95’dir.
Gün içi değişkenlik ve günler arası değişkenlik için de yeterli
sayıda pozitif ve negatif numuneler alınarak analizi yapılır ve
analiz sonuçlarının arasındaki korelasyon hesaplanır. Ayrıca testin
kullanım profiline uygun kullanıcılar arasından yeterli sayıda
kişinin testleri kullanması sağlanarak kişiler arası değişkenlik de
hesaplanır (47, 48). 
Testlerin üretimi sırasında eşik değer uygulaması yukarıda
anlatılmıştır. Bu değerin altında ve üstünde olmak üzere yakın
değerlere sahip pozitif ve negatif numuneler yeterli sayıda analiz
edilerek, eşik değere ne kadar yakın değerlerin analiz edilebildiği
test edilir. Eğer kart test yarı kantitatif olarak üretilmişse; bu
durumda birden fazla eşik değer vardır. Her bir eşik değerin alt
ve üst konsantrasyonlarında numuneler analiz edilerek test
değerlendirilmelidir. 
Stabilite testleri için öncelikle testin saklama koşulları
belirlenmelidir. Genel olarak kart testler ortalama oda sıcaklığında
(25 °C) saklanabilmektedirler. Testler hangi sıcaklıkta saklanacak
ise o sıcaklığı sürekli olarak sağlayan ortamda yeterli sayıda test
saklanır ve belli aralıklarla pozitif ve negatif numuneler analiz
edilir. Böylece testin geçerli validasyon parametrelerini ne kadar
süre koruduğu bulunur. Örnek olarak ilk 6 ay boyunca her ayda
bir defa, daha sonra 3 ayda bir analizler gerçekleştirilebilir.
İhtiyaca göre analiz aralıkları değiştirilebilir (47, 48).
Sonuç olarak; tüm dünyada olduğu gibi ülkemizde de birçok farklı
immünokromatografik kart testler kullanılmaktadır. Çoğunlukla
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bu testler yurt dışında üretilmektedir. Yeni bir analit için
immünokromatografik kart test üretmeyi planladığımız bir
çalışma kapsamında ülkemizde bu konudaki bilgi birikiminin
oldukça yetersiz olduğu gözlemlenmiştir. Sadece birkaç üretici
firma daha önceden geliştirilmiş gebelik testi gibi bazı testleri
üretmektedir.  Araştırmamıza göre ülkemizde hiç yeni bir kart test
üretilmediği görülmektedir. Birkaç yıldır yaptığımız
araştırmalardan elde ettiğimiz bilgi birikiminin bu derleme
aracılığıyla aktarılmasının, ülkemizdeki bu eksikliğin
giderilmesine katkı sağlayacağı kanaatindeyiz. 
Ülkemizde zaman zaman önemli sağlık problemlerinden olan
Kırım-Kongo kanamalı ateşi ve tehlikeli grip türleri için erken
tanı; deli bal toksini, toksik bazı bitkiler, mantarlar ve doğal
ürünlerin tanınması için immünokromatografik kart test
üretiminin önemli olacağını düşünüyoruz. Derlemenin söz konusu
alanlarda çalışan ve bu amaçla yeni test ürünleri geliştirmek
isteyen genç bilim insanlarına bir kılavuz olacağı inancındayız.
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