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MOLEKULER YONTEMLERDE OPTIMIZASYON,

VALIDASYON, VERIFIKASYON

Molekdler testler olarak da adlandirilan nukleik
asit testleri, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
oncelikle hepatit viruslari ve “human immunode-
ficiency virds” (HIV) icin kullanilmaya baslanmis,
“coronavirus disease 2019” (COVID-19) pandemisi
doneminde de goruldugu gibi mikrobiyolojik tani-
da ve tedaviyi yonlendirmede vazgegilmez olmus-
lardir. Gunumuzde hizli sendromik testler, yeni
nesil dizileme, metagenomik analizler ve mikrobi-
yom calismalari ile ntkleik asit testlerinin kapsami
ve teknikleri genislemektedir .

Mikrobiyolojik tani laboratuvarlarinda kalitatif/
kantitatif nukleik asit saptama amaciyla en sik
kullanilan yontem, polimeraz zincir reaksiyonu
[polymerase chain reaction (PCR)] dur. Florofor ile
isaretli problarin kullanilmasi ile birlikte her dongu-
de sinyalin izlenebildigi gergcek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu [real-time PCR (Rt-PCR)] gelisti-
rilmistir 2. Rt-PCR teknolojisi, duyarliigin yani sira
8-9 log10'a varan bir aralikta kantitasyona olanak
saglamasi, tekrarlanabilirliginin iyi olmasi, kapali
sistem olmasi, kontaminasyon riskinin az olmasi,
hizli sonug vermesi sayesinde tibbi tani laboratu-
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varlarinda sik kullanilan yontemler arasina girmis-
tir 3. Nukleik asit miktar belirlemedeki basarisi
nedeniyle kantitatif PCR (qPCR) olarak da isimlen-
dirilmektedir.

Tibbi laboratuvarlarda genellikle ticari ve onayli
(CE ve/veya FDA) testler kullaniimakla birlikte, bu
secenegdin bulunmadigr durumlarda veya 6zel ge-
reksinimler nedeniyle laboratuvar yapimi testler
gelistiriimekte veya onayli testler modifiye edilerek
kullaniimaktadir. A.B.D'de 2003 yilindan bu yana,
kalite yonetim sisteminin bir pargasi olarak, tibbi
laboratuvarlarin yontem gecerli kilma ve dogrula-
ma analizlerini yapmalari istenmektedir 4. Benzer
sekilde diger kurumlar ve rehberler de [ISO 15189,
Saglikta Kalite Standartlar (SKS), vb] bu uygula-
may! zorunlu kilmakta, akreditasyonun gereklerin-
den biri olarak kabul etmektedir 5.

Bu bolimde, agirlikli olarak PCR testleriigin op-
timizasyon, validasyon ve verifikasyon esaslarinin
aktariimasi hedeflenmistir. Dizileme, dijital PCR
gibi diger molekduler yontemler icin tekniklere ozel
hazirlanmis rehberlerden yararlanmak muimkin-
dur &2,
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kaynaklardan temin edilmesi dnemlidir. Her yeni
lot enzim veya primer/probun performansi kulla-
nim oncesinde, eskisi ile karsilastirilarak deger-
lendirilmelidir. Bu tur karsilastirmalarda en az bir
negatif kontrol, testin analitik duyarliligina yakin
bir pozitif kontrol ve kantitatif testler igin farkl mik-
tarlarda nukleik asit igeren kontrollerin galigiimasi
onerilir 22,
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