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BÖLÜM 48

MOLEKÜLER YÖNTEMLERDE OPTIMIZASYON, 
VALIDASYON, VERIFIKASYON

Moleküler testler olarak da adlandırılan nükleik 
asit testleri, klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarında 
öncelikle hepatit virusları ve “human immunode-
ficiency virüs” (HIV) için kullanılmaya başlanmış, 
“coronavirus disease 2019” (COVID-19) pandemisi 
döneminde de görüldüğü gibi mikrobiyolojik tanı-
da ve tedaviyi yönlendirmede vazgeçilmez olmuş-
lardır. Günümüzde hızlı sendromik testler, yeni 
nesil dizileme, metagenomik analizler ve mikrobi-
yom çalışmaları ile nükleik asit testlerinin kapsamı 
ve teknikleri genişlemektedir 1.

Mikrobiyolojik tanı laboratuvarlarında kalitatif/
kantitatif nükleik asit saptama amacıyla en sık 
kullanılan yöntem, polimeraz zincir reaksiyonu 
[polymerase chain reaction (PCR)] dur. Florofor ile 
işaretli probların kullanılması ile birlikte her döngü-
de sinyalin izlenebildiği gerçek zamanlı polimeraz 
zincir reaksiyonu [real-time PCR (Rt-PCR)] gelişti-
rilmiştir 2. Rt-PCR teknolojisi, duyarlılığın yanı sıra 
8-9 log10’a varan bir aralıkta kantitasyona olanak 
sağlaması, tekrarlanabilirliğinin iyi olması, kapalı 
sistem olması, kontaminasyon riskinin az olması, 
hızlı sonuç vermesi sayesinde tıbbi tanı laboratu-

varlarında sık kullanılan yöntemler arasına girmiş-
tir 3. Nükleik asit miktarı belirlemedeki başarısı 
nedeniyle kantitatif PCR (qPCR) olarak da isimlen-
dirilmektedir.

Tıbbi laboratuvarlarda genellikle ticari ve onaylı 
(CE ve/veya FDA) testler kullanılmakla birlikte, bu 
seçeneğin bulunmadığı durumlarda veya özel ge-
reksinimler nedeniyle laboratuvar yapımı testler 
geliştirilmekte veya onaylı testler modifiye edilerek 
kullanılmaktadır. A.B.D’de 2003 yılından bu yana, 
kalite yönetim sisteminin bir parçası olarak, tıbbi 
laboratuvarların yöntem geçerli kılma ve doğrula-
ma analizlerini yapmaları istenmektedir 4. Benzer 
şekilde diğer kurumlar ve rehberler de [ISO 15189, 
Sağlıkta Kalite Standartları (SKS), vb] bu uygula-
mayı zorunlu kılmakta, akreditasyonun gereklerin-
den biri olarak kabul etmektedir 5-7.

Bu bölümde, ağırlıklı olarak PCR testleri için op-
timizasyon, validasyon ve verifikasyon esaslarının 
aktarılması hedeflenmiştir. Dizileme, dijital PCR 
gibi diğer moleküler yöntemler için tekniklere özel 
hazırlanmış rehberlerden yararlanmak mümkün-
dür 8-12.
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kaynaklardan temin edilmesi önemlidir. Her yeni 
lot enzim veya primer/probun performansı kulla-
nım öncesinde, eskisi ile karşılaştırılarak değer-
lendirilmelidir. Bu tür karşılaştırmalarda en az bir 
negatif kontrol, testin analitik duyarlılığına yakın 
bir pozitif kontrol ve kantitatif testler için farklı mik-
tarlarda nükleik asit içeren kontrollerin çalışılması 
önerilir 22.
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