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Özet 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR) temelli testlerin ilk örnekleri ve 

denemeleri üzerinden 40 yıla yakın bir zaman geçti. Bu süreçte PCR temelli moleküler testler gıda güvenliği, 

adli incelemeler, çevresel örneklerin incelenmesi, rekombinan gen teknolojisi, insan-hayvan-bitki-

mikroorganizma genetiği ve immünoloji gibi alanlarda yaygın olarak kullanıldığı gibi en önemli kullanım 

alanlarından biri de enfeksiyon hastalıklarının tanısı ve takibi olmuştur. 2020 yılının ilk aylarından itibaren tüm 

dünyayı etkisi altına alan SARS-CoV-2 pandemisi ile mücadelede ülkelerin günlük test kapasiteleri ön plana 

çıkmış ve bu kapasitenin bazı ülkelerin salgın yönetimindeki başarısı üzerinde önemli etkileri olduğu üzerinde 

durulmuştur. Bu süreçte kısa bir zaman içerisinde çok sayıda kullanıcı tasarımlı (in-house) ve ticari SARS-CoV-

2 RNA testi dizayn edilirken, PCR temelli tanı testleri belki de tarihte hiç olmadığı kadar yoğun bir şekilde 

kullanılmıştır. Türkiye’nin de dahil olduğu gelişmiş sağlık altyapısına sahip birçok ülkede bu testlerin kullanım 

onayı, tedarik ve pazarlama süreçleri sıkı denetimlere tabi tutulmuştur. Bu makalede çevresel (kanalizasyon 

suları, çevresel yüzeyler, hava örneklemeleri ve gıdalar) ve biyolojik örneklerde (hayvan örnekleri, hücre 

kültürleri, insanlardan alınan kan, solunum yolu, idrar, doku ve dışkı örnekleri gibi klinik örnekler) yapılan PCR 

testleri için önemli bir problem olan ve yanlış negatif sonuçların önemli bir nedeni olan inhibitör maddelere 

dikkat çekmek amaçlanmıştır. Makalede ayrıca inhibitör maddelerin olumsuz etkilerini ortadan kaldırmak için 

geliştirilen çeşitli önlemler ve inhibisyon kontrolünün önemi üzerinde durulmuştur.  

Anahtar Kelimeler: Amplifikasyon, Floresan, Moleküler tanı, DNA polimeraz. 

 

Abstract 

Nearly 40 years have passed since the first trials and prototypes of Polymerase Chain Reaction (PCR) 

based tests. In this period, PCR-based molecular tests have been widely used in the fields of food safety, 

forensic examinations, examination of environmental samples, recombinant gene technology, human-animal-

plant-microorganism genetics, and immunology, as well as in diagnosis and monitoring of infectious diseases. 

In the fight against the SARS-CoV-2 pandemic, which has globally impacted the world since the first months 

of 2020, countries' daily testing capacities have gained importance and it was emphasized that this capacity 

had important effects on the success of some countries in epidemic management. In this process, while many 

in-house and commercial SARS-CoV-2 RNA tests were designed in a short time, PCR based diagnostic tests 

were used more extensively than ever before. The usage approval, procurement and marketing processes of 

these tests have been subjected to strict inspections in many countries, including Turkey, with advanced health 

infrastructure. In this article we aimed to draw attention to inhibitory substances that are a major cause of 
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false negative results in PCR assays carried out in environmental (sewage waters, environmental surfaces, air 

samples and foods) and biological samples (clinical samples such as animal samples, cell cultures, blood 

samples from human, respiratory tract, urine, tissue and feces) in this article. The article also focused on 

various measures taken to eliminate the negative effects of inhibitory substances and the importance of 

inhibition control. 

Keywords: Amplification, Fluorescent, Molecular diagnosis, DNA polymerase. 

 

Giriş 

Bakteriyel, fungal ve viral enfeksiyonların 

tanısı ve izleminde, genetik hastalık tanısında, 

epidemiyolojik ve çevresel araştırmalarda, adli tıp 

incelemeleri ve biyoterörizm alanlarında, gıda 

mikrobiyolojisi ve güvenliğinde, tarımsal ve 

veterinerlik uygulamalarında, moleküler klonlama 

ve gen ekspresyon çalışmalarında yaygın olarak 

kullanılan polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 

testleri bilim dünyasına büyük avantajlar ve 

uygulama kolaylıkları getirmiştir. Bununla beraber 

çeşitli inhibitör etkiler PCR’ın bu yararlılığını 

sınırlamaktadır [1]. Amplifikasyonu inhibe eden 

faktörlerin varlığında, başta testin saptama 

duyarlılığı olmak üzere, PCR performansı 

doğrudan etkilenmekte ve reaksiyon verimliliği 

düşmektedir [1]. Bu inhibitör etkiler aynı 

zamanda PCR çalışmalarında yanlış negatif test 

sonuçlarının en önemli nedenlerinden biridir [2].  

PCR inhibisyonu, iyi kontrol edilmemiş 

reaksiyon koşullarından veya inhibitör maddelerin 

varlığından kaynaklanabilir. Numune matrisinden 

ve hedef hücrelerden veya numune hazırlanması 

sırasında eklenen reaktiflerden gelen ve in vitro 

DNA polimerizasyonunu veya floresan sinyalini 

etkileyen moleküller PCR inhibitörleri olarak 

adlandırılır [3]. Farklı PCR protokolleri için çok 

sayıda farklı inhibitör etki mekanizması 

tanımlanmış ve bu inhibitör etkileri ortadan 

kaldırmak için çeşitli uygulama ve yaklaşımlar 

geliştirilmiştir. Bu makalede, reaksiyon 

karışımında bulunduğunda PCR'ı inhibe eden 

maddeler ve inhibisyon mekanizmaları ile bu 

maddelerin inhibitör etkilerini ortadan kaldırmak 

için başvurulan temel uygulamalara değinilmiştir. 
 

Bilinen PCR İnhibitörleri ve Kaynakları 

Çalışılan örnekten veya PCR öncesi hazırlıkta 

kullanılan maddelerden orijin alabilen PCR 

inhibitörleri amplifikasyonun etkinliği azaltmak 

veya tamamen engellemek suretiyle PCR 

sonuçlarını doğrudan etkileyebilirler. Biyolojik 

örneklerin birçoğunun; içerdiği kompleks biyolojik 

yapılar nedeniyle PCR reaksiyonlarını inhibe ettiği 

gösterilmiştir. Bununla beraber, PCR 

inhibitörlerinin az bir kısmı tanımlanabilmiş ve 

bazı bileşikler çeşitli çalışmalarda (hatta aynı 

sistem içinde) hem inhibitör hem de ve 

kolaylaştırıcı olarak rapor edilebilmektedir. 

Örneğin, bazı çalışmalarda spermidinin 

inhibitörleri çökelterek amplifikasyonu 

kolaylaştırdığı rapor edilmişken, bazı 

araştırmacılar ise poliaminlerin (spermin ve 

spermidin) PCR verimliliği ve özgünlüğü üzerine 

konsantrasyon-bağımlı bir etkisi olduğunu 

bildirmiştir. Bilinen PCR inhibitörlerinin bir bölümü 

Tablo 1'de listelenmiştir. İnhibitör maddeler 

reaksiyon bileşenleri de dahil olmak üzere 

endojen (örneğin; numune, enzim ve tüpler) veya 

eksojen (örneğin, bakteri, toz ve polen) kaynaklı 

olabilirler. Örneğin, ticari Taq polimeraz 

preparatlarının içerdikleri düşük-seviye-DNA 

ürünleri de dahil olmak üzere, Escherichia coli ve 

Thermus aquaticus dışı öbakteriyel DNA ile 

kontamine olabildiği gösterilmiştir. Bu 

kontaminasyon nedeniyle oluşan yanlış pozitif 

reaksiyonlar, broad-range öbakteriyel primerler 

ile gerçekleştirilen PCR'ın etkinliğini azaltabilir. 

Daha spesifik hedeflerin seçilmesiyle bu problem 

önemini yitirebilir. İyi laboratuvar uygulamaları ve 

aseptik tekniğin titizlikle uygulanması inhibitör 

kontaminasyonunu önlediği gibi hedef dizilerin 

çapraz bulaşının önüne geçilmesine de olanak 

sağlar. Laminer-flow kabinlerin kullanımı hava 

kontaminasyonunu önlemede yararlı olabilir ve 

kontaminasyonu en aza indirmek için UV ışık 

kaynağı ile donatılmış özel kabinler kullanılabilir 

[1,2,4,5]. 

Nükleik asit saflaştırılması için kromatografik 

prosedürlerin kullanıldığı çalışmalarla kandaki 

hemoglobin, IgG ve laktoferrin en önemli üç 

inhibitör olarak tanımlanmıştır [6,7]. IgG’nin tek 

zincirli DNA ile etkileşerek inhibitör etki gösterdiği 
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bulunmuştur [3]. Bu etkileşim kan örneklerinin 

ısıtılmasıyla önlenebilir, ancak kaynatma yoluyla 

ön hazırlık yapılabilecek koşulların bulunmadığı 

laboratuvarlarda hot-start PCR metodu bu 

inhibisyonu önlemek için yeterli olmaktadır. 

Hemoglobin ve laktoferrin ise PCR karışımı 

içerisine serbest demir iyonları bırakmaları 

nedeniyle inhibitör etki gösteren, eritrosit ve 

lökositlerde bulunan major inhibitörlerdir. Serbest 

demirin DNA sentezini engellediği bilinmektedir. 

Bilirübin, safra tuzları ve hemin gibi hemoglobin 

yan ürünlerinin de PCR inhibitörü olduğu 

gösterilmiştir [1]. Kan varlığı farklı DNA 

polimerazları farklı düzeylerde etkilemektedir. 

Dokuz termostabil DNA polimeraz için kanın 

inhibitör etkisinin araştırıldığı bir çalışmada 

AmpliTaq Gold ve Taq DNA polimeraz enzimleri 

PCR karışımında 0.004% oranında kan varlığında 

tamamen inhibe olurken, HotTub, Pwo, rTth, ve 

Tfl DNA polimeraz enzimleri %20 kan varlığında 

bile reaksiyon sensitivitesinde azalmaya neden 

olmadan DNA’yı amplifiye edebilmişlerdir [8]. 
 

 

Tablo 1. Bilinen PCR inhibitörleri ve kaynakları. 

İnhibitör kaynağı İnhibitör maddeler 

Örnek içeriği 

 

Feçes 
Safra tuzları (kolik ve deoksikolik asit), kompleks polisakkaritler, 

selüloz, bilirübin 

Balgam Kompleks polisakkaritler 

BOS Hücresel yıkım ürünleri  

Semen Spermin ve spermidin 

Dokular ve kemik Kollajen, DNA bağlayıcı proteinler 

Toprak, çevresel örnekler Humik asit (fenolik içerikler), ağır metaller 

Bitkisel materyaller Kompleks polisakkaritler, humik asit, tannik ve fulvik asit 

Saç ve deri Melanin ve ömelanin  

Kas dokusu Miyoglobin  

Bitkiler Polisakkaritler 

Süt ve süt ürünleri 
Proteinazlar (plazmin), Ca++, termonükleaz, proteinler, bakteriyel 

debris 

Kemik Kalsiyum iyonları 

Gıdalar Organik ve fenolik içerikler, glikojen, yağlar, Ca++ 

İdrar Üre 

Kan Hem, hemoglobin, laktoferrin, IgG, DNA bağlayıcı proteinler 

Su 
Formaldehit, potasyum dikromat, sellüloz ve nitrosellüloz filtreler, 

Humik-benzeri maddeler 

Kumaş  İndigo boyası  

Diğer Antibiyotikler 

Örnek alımı veya 

işlenmesi sırasında 

veya PCR öncesi 

hazırlıkta kullanılan 

materyaller 

Alüminyum saplı svaplar Al+3 

Kalsiyum aljinatlı svaplar Alginate, Ca++ 

Kan alma tüplerindeki 

antikoagulan maddeler 
Heparin, EDTA 

PCR tüplerinin UV ile muamelesi Polimeraz ile etkileşime giren serbest radikaller 

Saptayıcı boyalar SYBR Green I, SYTOX Orange, TO-PRO-3 

DNA ekstraksiyonu 
KAc/K2Cr2O7 (iyon kompozisyonunu bozar), NaOH, NH4Ac, fenol, 

etanol, etidyum bromid, izopropanol, PEG,  

Koruyucu KAc/K2Cr2O7, formaldehit 

Çoğaltma medyumu LiCl, MgCl2 

Polimerik yüzeyler 
Minyatürize real-time PCR cihazlarında SYBR Green gibi boyaları 

bağlayabilirler. 

Su 
Formaldehit, potasyum dikromat, sellüloz ve nitrosellüloz filtreler, 

Humik-benzeri maddeler 

Kumaş  İndigo boyası  

Diğer Antibiyotikler, NaCl 

İnhibitör madde ile 

kontaminasyon 

Reaksiyon tüpü Dnaz, Rnaz, Proteaz 

Laboratuvar malzemeleri 
Eldiven pudrası, plastik laboratuvar malzemeleri, polen, sellüloz ve 

nitrosellüoz filtreler 

Hücresel kontaminasyon Bakteriyel hücreler, hedeflenmeyen DNA 

[1,3,5,9-20]. 
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PCR İnhibitörlerinin Etki Mekanizmaları 

PCR inhibitörlerinin etkileri, reaksiyon 

karışımındaki saf DNA konsantrasyonu arttırılarak 

veya inhibitör etkisi olduğu düşünülen maddelerin 

farklı konsantrasyonları reaksiyon karışımına 

eklenerek, ya da her iki yöntem beraber 

kullanılarak belirlenebilir. Isı döngü (thermal-

cycler) cihazları ile yapılan gerçek zamanlı (real-

time) analizler sayesinde inhibitörlerin kantitatif 

etkileri de değerlendirilebilmektedir. PCR 

inhibitörlerinin özellikleri, inhibisyon kapasiteleri 

ve etki mekanizmaları ile ilgili detaylı bilgiler, bu 

inhibitör etkileri ortadan kaldırmak için örnek 

hazırlama basamaklarında neler yapmamız 

gerektiği konusunda önem taşımaktadır. Çoğu 

PCR inhibitörünün hangi mekanizmalarla etki 

ettiği henüz açık olarak bilinmemektedir. Ancak, 

PCR inhibitörlerinin genel olarak; termostabil DNA 

polimeraz aktivitesinin inhibisyonu, nükleik 

asitleri yakalama-tutma veya parçalama, DNA 

ekstraksiyonu için gerekli olan hücre lizisinin 

engellenmesi, reaksiyon komponentlerinden 

birinin engellenmesi ve real-time PCR’da floresans 

inhibisyonu mekanizmalarından bir veya daha 

fazlası ile etki gösterdiği belirlenmiştir [1,5,21]. 

1. DNA Polimeraz inhibisyonu 

İnhibitörler reaksiyonun bir veya daha fazla 

basamağını etkileyebilirler, ancak en önemli etki 

polimeraz aktivitesinin inhibisyonu şeklindedir ve 

bu nedenle amplifikasyon süresince polimerazlar 

DNA sentezi ve inhibitörlere direnç açısından 

anahtar fonksiyona sahiptir. Termostabil DNA 

polimerazlar biyolojik örneklerdeki çeşitli 

komponentlere göre çok çeşitli performanslar 

ortaya koyarlar ve çok farklı özellikler taşırlar. 

Bazı DNA polimerazlar, örneğin Taq DNA 

polimeraz; klinik, çevresel ve gıda örnekleri (kan, 

peynir, dışkı ve et gibi) de dahil olmak üzere 

birçok biyolojik numune ve çeşitli iyonlar ile 

inhibisyona duyarlıdır [1,2]. Günümüzde DNA 

polimerazlar ve inhibisyon özellikleri dikkate 

alınarak farklı oranlarda inhibitör içeren örnekler 

için özel polimerazlar tasarlanmış ve bu enzimler 

ticari olarak kullanıma sunulmuştur. Numune 

matrisi ile uyumlu bir DNA polimeraz ve tampon 

sistemi tasarlamak için, farklı moleküllerin 

polimerizasyonu nasıl etkilediğini anlamak bu 

nedenle büyük önem taşımaktadır [3].  

Farklı biyolojik örneklere uygun DNA 

polimerazların seçilmesi ile PCR öncesi uzun örnek 

hazırlama basamaklarına gerek duyulmaksızın 

reaksiyon inhibisyonu azaltılabilir veya ortadan 

kaldırılabilir. İnhibitörün varlığı ve yokluğunda 

DNA polimeraz etkinliği araştırılarak, farklı 

inhibitörlerin etkileri karşılaştırılarak veya sığır 

serum albümini (BSA) gibi maddelerin inhibisyonu 

engelleme güçleri değerlendirilerek inhibitörlerin 

DNA polimeraz aktivitesi üzerine olan etkileri 

araştırılabilir [1,2]. DNA polimerazı etkileyen 

birçok inhibitör faktör ve madde bulunmaktadır, 

bunlardan bazılarına Tablo 2’de yer verilmiştir. 

Çevresel örneklerde en sık bildirilen inhibitör 

grubu olan humik bileşikler (özellikle humik asit 

ve fulvik asit) halk sağlığı ve ekolojik araştırma 

sonuçlarını olumsuz olarak etkileyebilmektedir. 

Humik bileşiklerin litik enzimlere engel olarak ya 

da DNA ve proteinlere bağlanarak polimerazların 

hedef DNA'yı görmesini engellemek suretiyle 

inhibisyona neden olduğu belirlenmiştir. Ayrıca 

proteolitik enzimler ve denatüranlar da 

polimerazları inaktive edebilirler. Bu nedenle 

hücre parçalama işlemlerinde kullanılmaları 

halinde bu maddelerin ve enzimlerin mutlaka 

inaktive edilmeleri gerekir [1,21]. Mesela, 

numunenin kendisinde bulunan ya da organik 

DNA saflaştırma işlemi sırasında taşınan fenolik 

bileşikler polimerazlara bağlanarak ya da onları 

denatüre ederek reaksiyonu inhibe edebilirler [3]. 

Farklı DNA polimerazların fenole farklı derecelerde 

duyarlılık gösterdiği ortaya konmuştur. Bir 

çalışmada [22], %5 fenol varlığında Tth 

polimerazın DNA ve RNA bağımlı polimeraz 

aktivitelerini sürdürülebildiği, ancak Taq DNA 

polimerazın çok az bir miktar fenol varlığında bile 

inhibe olduğu gösterilmiştir. Dışkı içindeki 

bakteriyel proteazlar ve nükleazlar, hücresel 

debris, safra asitleri ve diğer faktörler de hem 

fiziko-kimyasal yolla hem de enzimatik etki ile 

amplifikasyonu önleyebilirler [1,21]. Dışkıdaki 

safra tuzlarının ve fitik asidin de DNA polimeraz 

üzerinde doğrudan etkisi olan DNA polimeraz 

inhibitörleri olarak işlev gördüğü ve kan 

örneklerinde bulunan hemoglobin ve hematinin 

DNA polimerizasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir 

[3]. Kazanılmış immün yetmezlik sendromlu 

(AIDS) ve organ transplantasyonlu hastalarda 

antiviral tedavide kullanılan nükleotid analoğu 
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asiklovir trifosfatın DNA polimeraz inhibisyonuna 

sebep olduğu da gösterilmiştir [23]. 

Bir diğer inhibisyon mekanizması ise uygun 

primer-hedef eşleşmesinin olmaması ve bu 

durumla ilişkili olarak DNA polimerazın doğru 

çalışamamasıdır. Bu sorun primer tasarımının 

dikkatli yapılması ile önlenebilir. İdrar 

örneklerinde bulunan üre ise polimeraz 

denatürasyonuna yol açarak inhibisyona neden 

olabilmektedir [1,21]. Çeşitli melanin türevleri 

DNA polimeraz ile geri dönüşümlü (reversible) 

kompleks yapılar oluşturarak, polisakkaritler ise 

nükleik asit yapısını taklit ederek enzimatik süreci 

bozabilmektedir [24].  

2. Nükleik asitlerin yakalanması (tutulması) veya 

parçalanması 

Hedef (kalıp) veya primer DNA'nın bozulması 

veya sekestrasyonu da başarısız reaksiyonlara 

neden olabilmektedir. Nükleik asitlerin bloke 

olması veya bozulması ile ilişkili olan bu etkiler 

fiziksel, kimyasal veya enzimatik süreçler 

tarafından meydana getirilebilir [5]. Örneğin, 

DNA'nın birincil yapısı hidroliz, non-enzimik 

metilasyon, oksidatif hasar ve enzimatik bozulma 

nedeniyle dağılmaya karşı hassastır [25]. Hedef 

nükleik asit olarak RNA araştırılacaksa, bu 

molekülün bazı koşullarda DNA'ya göre daha az 

stabil olduğu unutulmamalıdır. DNA'nın alkali 

ortamda denatüre olmasına rağmen stabil kaldığı, 

ancak RNA'nın yüksek pH'da kolayca bozulduğu 

bilinmektedir.  

Nükleik asit kaybının önemli bir nedeni de 

nükleazların neden olduğu enzimatik bozulmadır. 

Nükleazlar çeşitli bakteriler, test edilecek numune 

veya dikkatsiz kullanım nedenleri ile numunenin 

kontamine edilmesi yoluyla, bazı durumlarda ise 

çalışılan hedef organizmalar aracılığı ile reaksiyon 

karışımına bulaşabilirler. Örneğin, stafilokok 

termonükleazının termal döngü esnasında tahrip 

olmadığı ve PCR duyarlılığını sınırladığı 

gösterilmiştir. Ayrıca, restriksiyon endonükleaz 

enzimlerinin varlığında nonspesifik DNA 

otodegradasyonu meydana gelebilmektedir [5].  

Nonspesifik blokaj veya sekestrasyon 

nedeniyle hedef veya primer DNA'nın 

kullanılamaması amplifikasyonu inhibe edebilen 

diğer bir durumdur. Çok sayıda çalışmada 

bakteriyel hücreler veya hücresel debrisin, 

proteinlerin ve polisakkaritlerin; polimerazların 

hedef DNA'yı kullanmasını engellemek gibi fiziksel 

etkilerle inhibisyona neden olduğu gösterilmiştir. 

PCR için inhibitör olduğu rapor edilen süt 

proteinleri aynı zamanda DNA ile yüksek molekül 

ağırlıklı kompleksler oluşturarak kısıtlayıcı etki 

gösterebilir. Benzil klorid kullanılan bir 

ekstraksiyon prosedürü veya DNA ve 

polisakkaritlerin diferansiyel çözünme ve 

çökeltilmesi yöntemleri ile mantar hücrelerinde 

bulunan yüksek molekül ağırlıklı polisakkaritlere 

bağlı inhibisyonun etkin olarak önlenebildiği 

gösterilmiştir [5]. İmmünoglobulin G'nin (IgG) tek 

sarmallı genomik DNA'ya bağlanarak 

polimerizasyonu inhibe ettiği ve dolayısıyla primer 

bağlanmasına müdahale ettiği öne sürülmüştür 

[3]. Nükleik asit inhibitörü olarak tanımlanan bir 

diğer molekül de kemik polimeri kollajendir. 

Kollajen DNA polimerazın kalıp DNA ile 

etkileşiminin önlenmesine neden olur. Selüloz ve 

bilirübin, DNA'ya bağlanarak polimerizasyona 

müdahale ettiği belirtilen diğer bileşiklerdir [3]. 

Bir çalışmada vajinal mikroorganizmaların 

varlığı nedeniyle sperm genotipleme testlerinin 

inhibe olduğu gösterilmiş ve iki olası mekanizma 

ileri sürülmüştür [26]. Söz konusu çalışmada ilk 

olarak küçük, kırpılmış, tek iplikli mikrobiyal 

DNA'ların hedef sekanslara bağlanarak primer-

hedef bağlanmasını engellemiş olabileceği ve 

ikinci olarak da primerlerin hedeflenmeyen 

mikrobik DNA'lara bağlanması nedeniyle etkin 

primer konsantrasyonunun azalmış olabileceği 

düşünülmüştür. Bununla beraber, yüksek sayıda 

hedeflenmeyen mikroorganizma varlığının PCR 

için zararlı olmadığını gösteren çalışmalar da 

bulunmaktadır [5].  

Hedef DNA hücre lizisi sonrasında 

fizikokimyasal metotlar uygulanarak yıkıcı 

bileşiklerden mümkün olan en kısa sürede 

ayrıştırılırsa, nükleik asit sekestrasyonu ve yıkımı 

sorununun üstesinden gelinebilir. Ayrıca 

nükleazların yok edilmesi için ısı ve proteazlar da 

kullanılabilir. Ancak, proteazlar kullanıldığında bu 

enzimlerin polimerazları inaktive etmesini 

engellemek amacıyla polimerazlar eklenmeden 

önce bu proteazlar ortadan kaldırılmalıdır. Serum 

proteinleri de bloke edici ajanlar gibi hareket 

edebilir ve polimerazın hedef DNA'ya erişimini 

engelleyebilirler [5]. Otoklavlama, UV ışıması ve 
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patolojik örneklerin fiksasyon işlemleri de nükleik 

asitlerin yapısını bozabilmektedir [27]. 

3. Başarısız hücre parçalanması  

Amplifikasyonda kalıp olarak kullanılacak 

nükleik asitlerin açığa çıkarılması (ekstraksiyonu) 

PCR'ın temel basamaklarından biridir. Nükleik asit 

ekstraksiyonu genel olarak hücre çeperinin 

yıkılması ve nükleik asitlerle kompleks yapılar 

oluşturan proteinlerin (DNA-bağlayıcı proteinler 

gibi) ayrıştırılmasını kapsar. Bu basamağı inhibe 

eden faktörler başlangıç hedef kopya sayısının 

düşük olmasına ve amplifikasyonun başarısızlıkla 

sonuçlanmasına yol açabilirler. Hücre lizisi için 

geliştirilen protokoller fiziksel, kimyasal ve 

enzimatik yöntemlerin bazılarını veya tamamını 

içerebilir. Yetersiz hücre lizisi uygun olmayan 

reaksiyon koşulları ve enzim inaktivasyonundan 

kaynaklanabileceği gibi, litik enzimin düşük kaliteli 

olmasından veya düşük yoğunlukta 

kullanılmasından da kaynaklanabilir. Lizis için 

kullanılan enzimlerin inhibe olması nükleik asit 

ekstraksiyonundaki başarısızlığın önemli 

nedenlerinde biridir. Proteolitik enzimler ve 

denatüranlar bu enzimleri yıkabilirler. Numunede 

bulunan ya da organik DNA saflaştırma işleminden 

taşınan fenolik bileşikler polimerazlarda olduğu 

gibi hücre lizisi için kullanılan enzimleri de 

denatüre edebilirler. Başarılı DNA amplifikasyonu 

için hücre duvarı yapılarının parçalanmasının 

yeterli olmayabileceği ve PCR'ı inhibe ettiği bilinen 

hücresel debrisin enzimatik yolla yıkılarak 

uzaklaştırılmasının gerekli olduğu da akılda 

tutulmalıdır [5]. Sonuç olarak litik enzimler için 

geçerli olan tüm bu inhibitör etkiler PCR 

duyarlılığında azalmaya veya reaksiyonun 

tamamen inhibe olmasına neden olabilmektedir.  

Hücre parçalanması farklı etkenler tarafından 

inhibe edilebilmektedir. Bir çalışmada, Listeria 

seçici besiyeri içindeki yüksek tuz 

konsantrasyonunun hücre parçalanmasına engel 

olduğu ve AccuProbe DNA prob testinde yanlış-

negatif reaksiyonlara yol açtığı tespit edilmiştir 

[28]. PCR'ın da benzer şekilde etkilenmesi 

muhtemeldir. Wilson IG [5], laboratuvar 

tecrübelerini de aktardığı bir derlemede 

Staphylococcus aureus ile çalışılırken lizostafin ile 

tutarsız lizis olabileceğini bildirilmiştir. Ayrıca, bazı 

hücreler için büyüme döngüsü aşaması ve besin 

koşulları da parçalanma duyarlılığı için önemli 

olabilir. Bazı PCR protokolleri ekstraksiyonun 

verimli olabilmesi için sıvı besiyerlerinde üretilmiş 

taze hücrelerin kullanılmasını önermektedir. Fakat 

bu faktörler çok az çalışılmıştır [5].  

Hücre lizisinde kullanılan diğer bir yöntem de 

hücrelerin kaynatılma yoluyla parçalanmasıdır. 

Kaynatma ile pürifikasyon aşamasına gerek 

kalmadan PCR'ın saflaştırılmamış DNA üzerinden 

başarıyla yapılabildiğini gösteren çalışmalar 

bulunmaktadır [29]. Bu yaklaşım ekstraksiyon 

protokolleri ile kıyaslandığında önemli ölçüde 

zaman kazandırır. Ancak, reaksiyon tüpü içine 

yüklenen hücreler yeterince parçalanamamışsa ve 

kaynatma işlemi sonunda DNA “yapısal ve DNA-

bağlayıcı proteinlerden” yeterli derecede 

ayrıştırılamazsa PCR inhibe olabilir [5]. 

4. Reaksiyon komponentlerinden birinin 

engellenmesi 

PCR karışımında yer alan maddelerden 

polimeraz, kalıp DNA ve primerleri etkileyen 

inhibitörlerden bazılarına yukarıda kısaca 

değinildiği için bu başlıkta diğer komponentleri 

(dNTP’ler ve Mg++ gibi) etkileyen inhibitörlere 

değinilecektir. Taq polimeraz için kritik bir 

kofaktör olan Mg++ iyonlarının konsantrasyonu 

amplifikasyonun başarısını ve özgüllüğünü önemli 

ölçüde etkilemektedir. Mg++ iyonlarının çeşitli 

bileşikler tarafından sekestrasyonu veya Ca++ 

iyonları tarafından interfere edilmesi 

(engellenmesi) amplifikasyonu inhibe edebilir. 

Mesela, süt içinde yoğun olarak bulunan Ca++ 

iyonları sütün PCR için inhibitör etkili olmasının bir 

nedeni olabilir [5]. Bir çalışmada kollajenin 

amplifikasyon karışımı içindeki magnezyum iyon 

konsantrasyonunu kısmi olarak değiştirdiği ve 

PCR’ı inhibe ettiği gösterilmiştir [13]. Serbest 

Mg++’a 1:1 molar oranda bağlanan dNTP’ler 

yüksek konsantrasyonlarda Mg++ iyon 

konsantrasyonunu düşürebilirler [2]. Yine 

nazofaringeal örnek alımında kullanılan kalsiyum 

aljinatlı swaplardaki Ca++’un ve Mg++ asorbsiyonu 

yapan aljinatın da Mg++ konsantrasyonunu 

değiştirerek PCR inhibisyonuna neden olabildiği 

bilinmektedir [20]. 

5. Floresans inhibisyonu 

Teknolojik gelişmelere bağlı olarak geleneksel 

PCR testlerinin yerini günümüzde gerçek zamanlı 
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(real-time) PCR temelli testler almıştır. Floresan 

boyaların kullanıldığı bu yöntemde amplifikasyon 

ürünleri reaksiyon devam ederken gerçek zamanlı 

olarak görüntülenebilmekte ve amplifiye ürünlerin 

miktar tayini (kantitasyonu) yapılabilmektedir 

[30]. Floresan sinyal PCR ürün miktarıyla doğru 

orantılı olarak artmaktadır [31]. Bu teknik, 

otomasyon derecesini büyük ölçüde geliştirirken 

analiz süresini kısaltmış, ancak beraberinde 

floresan sinyalini etkileyen yeni PCR inhibitörlerini 

ortaya çıkarmıştır [20]. Florofor boyanın işlevini 

bozan herhangi bir madde sinyali söndürme yolu 

ile, analize zarar verebilmektedir [3]. Floresans 

söndürme, çarpışmalı (collisional) söndürme ve 

statik söndürme mekanizmaları ile gelişebilir. 

Çarpışmalı söndürmede, inhibitör molekül 

uyarılmış durumlu floroforla temas ederken, statik 

söndürmede söndürücü madde florofor ile non-

floresan bir kompleks oluşturur [3]. 

Real-time PCR’da çoğalan amplifikasyon 

ürünlerini saptayabilmek için ilk dönemlerde 

etidyum bromür kullanılmıştır [32]. Günümüzde 

ise prob temelli olmayan PCR uygulamalarında bu 

molekülün yerine bir siyanin boyası olan SYBR 

Green 1 kullanılmaktadır. Bununla beraber bu 

boya düşük-orta konsantrasyonlarda 

kullanıldığında dsDNA’ya yüksek afinite ile 

bağlanarak DNA çift sarmalının erime ısısını 

yükseltmekte (10°C kadar) ve inhibisyona neden 

olabilmektedir [3]. EvaGreen, SYTO-9 ve SYTO-

82 gibi alternatif boyaların dsDNA’ya affinitesi ise 

daha azdır [33,34]. Yine toprak ve suda 

bulunabilen humik bileşiklerden en bilineni olan 

humik asidin DNA polimeraz üzerinden PCR 

inhibisyonuna sebep olduğu bilinmektedir [3]. Son 

zamanlarda humik asidin floresan inhibisyonu ile 

real-time PCR’da amplikon saptanmasını azalttığı 

da gösterilmiştir. Humik asit ilişkili inhibisyon bu 

molekülün çift zincirli DNA’ya bağlanan floresan 

boyalar ile statik etkileşime girerek söndürücü 

(quencher) etki göstermesi şeklinde 

gerçekleştirmektedir [32]. Humik asidin bu 

etkisini azaltmak için SYBR Green I ve EvaGreen 

gibi floresan boyaların konsantrasyonlarının 

artırılabileceği düşünülmüş, fakat bu durumda da 

amplifikasyon basamağının inhibe olduğu 

gözlenmiştir. Bu sorun da farklı floresan boyaların 

farklı konsantrasyonlarda karıştırılması ile 

çözülmüştür.  

Real-time PCR’ın günümüzde en yaygın 

kullanım şekli ise prob temelli sistemlerdir. Bu 

sistemlerde floresan boya olarak 6-

karboksifluoresin (FAM) yaygın olarak 

kullanılırken bu boya ile birlikte söndürücü olarak 

genellikle 6-karboksitetrametil-rodamin (TAMRA) 

tercih edilmektedir [3]. Yaygın kullanılan hidroliz 

problarının (TaqMan probe) tasarımlarında 

oligonükleotitlere bağlı olarak bulunan boya ve 

söndürücü birbirine yakın olduğu sürece floresan 

ışıma engellenirken, DNA polimerazın 5’→3’ 

ekzonükleaz aktivitesine bağlı olarak 

oligonükleotitlerdeki fosfodiester bağlarının 

yıkılması ile boya ve söndürücü arasındaki 

uzaklığın artmasıyla floresan ışıma gerçekleşir. 

PCR karışımındaki olası iyon dengesizlikleri DNA 

polimerazın zincir sentezi aktivitesini 

(polimerizasyon) inhibe etmesi yanında 5’→3’ 

ekzonükleaz aktivitesini de azaltarak TaqMan 

probunun hidrolizini inhibe edebilmekte ve 

böylece reaksiyonu çift yönden olumsuz olarak 

etkileyebilmektedir [20].  

Hemoglobinin PCR boyunca DNA polimerazın 

aktivitesini azaltması yanında, floresan boyalara 

bağlanarak statik floresan söndürmeye neden 

olduğu öne sürülürken, hematinin de benzer 

etkilere neden olduğu ancak daha zayıf bir 

inhibitör olduğu düşünülmektedir. DNA 

ekstraksiyon protokollerinde kullanılan 

ditiyotreitolün (DTT) de, floresan söndürücü 

olarak hareket ettiği bilinmektedir [3].      

 

PCR İnhibisyonunun İzlenmesi 

Tanısal PCR'de, rutin tanıda bir numunenin 

PCR inhibitörlerinden etkilenip etkilenmediğini 

bilmek hayati önem taşır ve yanlış negatif sonuç 

riski, tanısal PCR'ın en büyük dezavantajlarından 

biridir [3,20]. Metot validasyonu, geliştirilen 

testlerin ilgili numuneler için iyi performans 

göstermesini sağlamak için uygulama öncesi bir 

ön koşuldur. Bir validasyon çalışmasında 

araştırılması gereken genel performans 

karakteristiklerinin yanı sıra (saptama alt sınırı, 

özgüllük, doğruluk ve kesinlik gibi), PCR 

inhibisyonu da doğru bir şekilde ele alınmalıdır 

[3]. PCR inhibisyonu ayrıca PCR ile ilişkili standart 

dizi analizi, MPS (massively parallel sequencing), 

DNA çip, PCR-RFLP (restriction fragment length 

polymorphism), ters hibridizasyon testleri ve 
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lumineks teknolojisi gibi PCR ürünlerinin ileri 

analizinin yapıldığı testlerden elde edilecek 

sonuçları da olumsuz olarak etkileyecektir [3].   

Düşük bir inhibisyon seviyesi bile, 

amplifikasyon etkinliğini ve saptama sınırını 

etkileyerek DNA konsantrasyonlarının olduğundan 

daha düşük seviyelerde ölçülmesine neden 

olabilir. PCR inhibitörleri özelikle test edilecek 

örneklerin zorlu bir matrisle kombinasyon halinde 

düşük miktarlarda nükleik asit içermesi 

durumunda önem kazanmaktadır [3]. En basit 

önlem olarak çok az miktarda kalıp DNA içeren 

numunelerin konsantre edilmesi, inhibitör içerdiği 

düşünülen numunelerin ise saflaştırılması gerekir 

[20]. PCR inhibisyonunu değerlendirmek için 

çeşitli prosedürler geliştirilmiştir. Amplifikasyonun 

izlenmesinde İnternal kontrol kullanılması, 

amplifikasyon verimliliğinin hesaplanması ve 

amplifikasyon eğrisinin modellenmesi bu 

yöntemlerden bazılarıdır [20].  

Rutin analizde PCR inhibisyonunu izlemenin 

en hızlı ve en kolay yolu, hedefle aynı anda 

amplifiye edilen bilinen bir miktarda DNA 

fragmanının eklenmesini içeren bir internal 

kontrol kullanmak veya reaksiyon karışımına 

örnekte var olduğu bilinen bir geni (human GAPDH 

geni gibi) hedefleyen primerler ve prob eklemektir 

[20,35]. Tüm inhibisyon seviyelerini tespit etmek 

için, internal kontrolün amplifikasyonu en az hedef 

kadar PCR inhibitörlerine duyarlı olmalıdır. Bu 

noktada internal kontrol olarak hedeflenen gen 

bölgesinin boyutu önemlidir, çünkü inhibitörlerin 

varlığında kısa fragmanlar genellikle uzun 

olanlardan daha kolay amplifiye edilir. Bu nedenle 

inhibisyon kontrolünün daha güvenilir olması 

adına hedef molekülden daha uzun bir internal 

kontrol amplikonunun kullanılması önerilmektedir 

[20].  

Amplifikasyon verimliliği (AV), bir DNA 

seyreltme serisi analizinden elde edilen standart 

bir eğrinin eğiminden hesaplanabilir. Hesaplanan 

AV değerinin eksponensiyel (üstel) amplifikasyon 

göstergesi olan 1.0'den sapması, numunedeki 

PCR inhibisyon seviyesinin bir göstergesidir. AV 

değeri kullanılarak inhibisyonu ölçmenin en 

sistematik yolu, numuneyi hedefin dışındaki bir 

kaynaktan farklı miktarlarda saf DNA ile 

başlatarak bu yabancı DNA'ya ait standart bir eğri 

oluşturmaktır. Bu şekilde PCR inhibitörlerinin 

seviyesi tüm DNA seyreltmeleri için sabit tutulur 

ve inhibe edilmiş bir örnek 1.0'dan daha düşük bir 

AV değeri verir. Yabancı DNA kullanımı, sonuçların 

önyargılı olmasını sağlayacak olan DNA veriminin 

etkisini ortadan kaldırır. Bir numunenin PCR 

inhibisyonu, bilgisayar modellemesi kullanılarak 

amplifikasyon eğrisinin matematiksel olarak 

yorumlanmasıyla da araştırılabilir. Bu yaklaşım 

reaksiyonun kinetiklerindeki farklılıklar nedeniyle 

inhibitörlerden etkilenen bir eğrinin, saf bir 

örnekten elde edilenden farklı olması prensibine 

dayalıdır. İnhibisyonlu bir numune genellikle daha 

az “üstel” bir eğri verir. Uç nokta floresan değeri 

de inhibitörler tarafından düşürülebilir [20]. 

Alternatif DNA polimerazların ve tampon 

sistemlerinin kullanımı ile zorlu numuneler için 

PCR İnhibisyonunun üstesinden gelinebilir. Ayrıca, 

PCR inhibitörlerine daha fazla tolerans elde etmek 

için, tamamlayıcı veya sinerjistik DNA 

polimerazların karışımları da uygulanabilir. 

Tampon kompozisyonu inhibitörlerin varlığında 

polimerizasyonu geliştirmek için değiştirilebilir 

(örneğin yüksek bir pH uygulanması). Ayrıca, iyon 

içeriğini değiştirmek veya çeşitli kolaylaştırıcılar 

(bovine serum albümin; BSA gibi), eklemek de 

PCR inhibitörlerine karşı daha yüksek bir direnç 

sağlayabilir. Alüminyum saplı ve kalsiyum aljinatlı 

çubuklar yerine, plastik saplı ve Dacron fiber uçlu 

svaplar kullanılarak yapılan örneklemeler ile 

inhibisyonun önüne geçilebilir [36]. 
 

Sonuç 

PCR temelli testlerde çalışılan örnekten, 

örnek hazırlama sürecinde kullanılan kimyasal ve 

enzimlerden, testi çalışan kişilerin örnekleri 

kontamine etmesinden kaynaklı inhibitör etkiler 

özellikle düşük miktarlarda kalıp DNA ve yüksek 

miktarda istenmeyen matris içeren numunelerin 

analizinde yanlış negatif test sonuçları şeklinde 

karşımıza çıkabilmektedir. İnhibitör maddelerin 

etkilerini ortadan kaldırmak veya en aza indirmek 

için PCR protokollerine stabilizatör özelliği olan 

veya inhibitörlerin spesifik etkilerini azaltan-

önleyen bazı katkılar eklenebilmekte ve 

reaksiyonlar optimize edilmektedir. SARS-CoV-2 

pandemisinde ayrıca önem kazanan moleküler 

testlerin sonuçlarının yorumlanmasında klinik 

örneklerin doğru alınıp alınmadığı, hastanın 
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enfeksiyonun hangi döneminde olduğu, çalışılan 

örneğin tipi önemli olduğu gibi, PCR inbisyonuna 

bağlı yanlış negatif sonuçların da dikkate alınması 

ve test optimizasyonları ile ilgili süreçlerin dikkatle 

gözden geçirilmesi önem arz etmektedir. 

Toprakta, atık sularda, çürümüş dokularda ve 

sayısız inhibitör maddenin yoğun olarak 

bulunduğu insan bağırsaklarında trilyonlarca 

bakteri DNA’sı kusursuzca ve bir denge içerisinde 

replike olmaya devam ediyor. Bu hayranlık 

uyandırıcı düzen ve denge bizlere her problemin 

bir çözümü olduğunu hatırlattığı gibi, bilim 

dünyasını bu çözümleri bulmak için teşvik ediyor 

diyebiliriz.
 

 

Çıkar beyanı: Yazarlar çıkar çatışması bildirmemiştir. Makalenin içeriğinden ve yazılmasından tek başına 

yazarlar sorumludur. Finansal destek: Bu çalışmaya finansal destek verilmemiştir. 
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