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ÖZET
Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), istenilen gen bölgelerinin in-vitro koşullarda kopyalan-
ması, çoğaltılması ve elde edilen ürünlerin gözle görülebilir bir hale getirilerek saptanması 
prensibine dayanan bir yöntemdir.   PZR’ nin hızlı ve primerlerinin özelliğine göre spesi-
fik olması, duyarlılığının yüksek olması gibi avantajlarının yanında bazı dezavantajları da 
bulunmaktadır. Bunlardan en önemlileri; sonuçların değerlendirilmesinde karşılaşılan güç-
lükler, yanlış pozitiflikler ve yanlış negatifliklerdir. Yanlış negatifliklerin en önemli sebebi 
de PZR inhibitörleridir. Veteriner hekimliğinde, başta tanı amaçlı olmak üzere moleküler 
incelemeler amacıyla sıklıkla incelenen örnekler dışkı, kan ve iç organlardır. Bu derlemede, 
bahsedilen örnekler içerisinde yer alan inhibitör maddeler, bu maddelerin etki mekanizma-
ları ve son olarak da bunların eliminasyonu için önerilen yöntemler açıklanacaktır.
Anahtar kelimeler: Polimeraz Zincir Reaksiyonu, PZR, PZR inhibitörleri, eliminasyon yön-
temleri, veteriner mikrobiyolojisi

ABSTRACT
Polymerase chain reaction (PCR) is a method which is based on the principle that the de-
sired gene regions are copied and reproduced in-vitro conditions and that the obtained 
products are made visible. PCR has advantages such as rapidity and specificity related with 
selected primers and high sensitivity. However, it has some disadvantages. The most import-
ant disadvantages are; difficulties encountered in evaluating the results, false positives and 
false negatives. And the most important cause of false negatives is the PCR inhibitors. In 
veterinary microbiology, major samples sent for diagnostic purposes and molecular exam-
inations are blood, necropsy materials and stool samples. In this review, the major inhibitory 
substances in the samples for molecular examinations, their action mechanisms and the 
methods recommended for the elimination of these substances will be explained.
Keywords: Polymerase Chain Reaction, PCR, PCR inhibitors, elimination methods, veter-
inary microbiology
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GİRİŞ
Nobel ödüllü bilim insanı olan Kary Mullis tarafın-
dan 1983 yılında geliştirilen Polimeraz Zincir Re-
aksiyonu (PZR), istenilen gen bölgelerinin in-vitro 
koşullarda kopyalanması, çoğaltılması ve elde edi-
len ürünlerin gözle görülebilir bir hale getirilerek 
saptanması prensibine dayanan bir yöntemdir.20            
Özellikle tıp biliminin  uygulamalı alanlarında, gen 
regülasyonu çalışmaları, infeksiyonların, neoplastik 
ve kalıtsal hastalıkların tanısında kullanılmaktadır.1, 

11, 12, 17, 26 Veteriner hekimliği mikrobiyolojisinde de 
son yıllarda, izolasyon ve identifikasyon protokol-
leri uzun ve zahmetli olan etkenlerin ya da kültürü 
yapılamayan bakterilerin saptanmasında ve mole-
küler tiplendirme gibi birçok farklı alanda PZR kul-
lanımı artmıştır.7, 8, 13 

Hızlı, sensitivitesi ve spesifitesi yüksek bir yön-
tem olarak kabul gören PZR, mikrobiyoloji alanın-
da tanıda birçok avantaja sahiptir. Örneğin organ 
ve dokularda etkenin sayıca az olduğu durumlarda, 
inceleme örneğinin kültür için uygun olmayacak 
dercede eski olduğu durumlarda PZR ile etkenin 
DNA’ sını saptamak ve tanı mümkün  olmakta-
dır.20 Ayrıca, kültürü zor ve uzun olan infeksiyon-
ların tanısını kolay ve kısa sürede sonuçlandırmak 
mümkündür.13 Aynı zamanda mikroorganizmalar, 
tümörler ve diğer hastalıklarda da gen ekspresyon 
seviyelerinin değişikliğini analiz etmekte kullanıla-
bilmektedir. 11, 12, 26, 29

Bunun yanında ilk kurulumunun masraflı ol-
ması, ekonomik yönden atlanmaması gereken bir 
durumdur. Atlanmaması gereken bir diğer nokta 
çalışma esnasında en küçük DNA kontaminasyonu-
nun dahi yanlış sonuçların alınmasına sebep olabi-
leceği durumudur.17 Test sonuçlarının yorumlama 
aşamasında deneyimli personel gerekmektedir. Pri-
merlerin spesifitesindeki sorunlar nedeniyle yanlış 
pozitif sonuçlar oluşabilmekte, ya da istenilenin dı-
şında farklı bantlar oluşabilmektedir. Hedef DNA’ 
da yer alan benzer fakat tamamen aynı olmayan gen 
dizilerine primerlerin bağlanması da yanlış negatif-
liklerin sebeplerinden birisidir.2, 9, 17, 31 Yanlış nega-
tifliklerin en önemli sebeplerinden biri de inceleme 
örneklerinde ya da nükleik asit ekstraksiyonunda 
bulunan PZR inhibitörleridir.17, 29, 36

Veteriner hekimliği mikrobiyolojisinde baş-
ta tanı amaçlı olmak üzere; moleküler incelemeler 
için dışkı, kan ve nekropsi materyalleri (iç organ) 
sıklıkla gönderilmektedir.  Bu derlemede de sıklıkla 
kullanılan bu inceleme örneklerinde bulunan PZR 
inhibitörleri, etki mekanizmaları ve son olarak da 
bunların eliminasyonu için önerilen bazı yöntemler 
açıklanmaktadır.

PZR İnhibitörleri Nelerdir?
PZR inhibitörleri, organlar, kan, vücut sıvıları 

gibi biyolojik materyal çeşitlerinde; su, toprak ve 
hava gibi çevresel örneklerde; et, süt, meyve, sebze, 
deniz ürünleri gibi çeşitli gıda maddelerinde bulu-
nabilirler. Bunlara ek olarak materyallerin labora-
tuvara taşınması sırasında, laboratuvar örneğinin 
hazırlanışı aşamasında veya nükleik asit ekstraksi-
yonunda istenmeden de olsa inhibitör maddeler ka-
tılabilmektedir.4, 9, 10, 16, 18, 22, 23, 29, 33, 37

Bir inceleme örneği birçok farklı inhibitörü 
içerebildiği gibi, aynı inhibitörler farklı materyal 
kaynaklarında da bulunabilmektedir. Kalsiyum 
iyonları inorganik materyallerde bulunan inhibitör-
lere örnektir, organik materyallerdeki inhibitörler 
arasında ise; safra tuzları, üre, fenol, etanol, poli-
sakkaritler, SDS, humik asitler, tannik asit, melanin 
ve bunların yanı sıra bazı farklı proteinler kollajen, 
myoglobin, hemoglobin, laktoferrin, IgG ve protei-
naz yer almaktadır.24, 25

Kan, serum ya da plazma örneklerinde bulunan 
IgG, hemoglobin ve laktoferrin, heparin gibi anti-
koagülantlar, hormonlar ve bazı antiviral maddeler 
(asiklovir v.b.), inhibitörler arasında yer almaktadır.3 

Kan ve kas dokusu gibi klinik örneklerinin içinde 
yer alan laktoferrin ve myoglobin de inhibitör etki-
ye sahiptir.3, 6, 24, 37  Dışkı örneklerinin etkisi içeriğine 
bağlıdır ki bu da hastanın beslenmesine, yaşadığı 
çevreye ve sindirim sisteminin var olan mikroorga-
nizma florasına bağlıdır. Dışkı örneklerindeki baş-
lıca inhibitörler; kompleks polisakkaritler, bitki ve 
sebze orjinli klorofil, safra tuzları, üre, glikolipidler, 
hemoglobin ve heparindir. En önemlileri ise safra 
asitleri ve onların tuzlarıdır.7, 19, 24 İdrar örnekle-
rindeki en kritik bileşen ise üredir ve polimerazın 
bozulmasına neden olmaktadır.36 Ürenin inhibitör 
etkisi konsantrasyonuna bağlıdır ve konsantrasyon 
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50 mmol-1 olması durumunda inhibitör etkisi baş-
lamaktadır.16 

Peynirde ve sütte proteaz (plazmin) ve kalsiyum 
iyonları gibi inhibitör maddeler saptanmıştır.4, 23, 25 

İnceleme örneklerinin yapısında bulunan mad-
delerin dışında, bir de  örnekleme işlemleri veya 
nükleik asit ekstraksiyonu aşamasında PZR’ ye da-
hil olan maddelerin de bir kısmının PZR’de inhibi-
tör özellikleri bulunmaktadır. NaCl, KCl gibi tuzlar, 
deterjanlar (iyonik ve non-iyonik), organik mole-
küller, EDTA, etanol, izopropil alkol ya da fenol gibi 
maddeler hücre lizisi ve saf nükleik asit hazırlanma-
sı için gereklidir, ancak aynı zamanda bu bileşen-
lerin belirli konsantrasyonları inhibitör etkiye de 
sebep olmaktadır.21,25 Bununla birlikte ekstraksiyon 
işlemleri sırasında kullanılan eldivenlerin pudra 
içeriği de inhibitör etki göstermektedir.9 Wadowsky 
ve ark. (1994), Bordetella pertusis tanısı için kullan-
dıkları nazofaringeal sıvabların yapısında yer alan 
kalsiyum aljinat fiber maddesinin, inhibitör etkiye 
sebep olduğu saptanmış ve Dacron sıvab kullanımı 
önerilmiştir.33 Konsantrasyonuna bağlı olmak ko-
şulu ile UV ışınlaması etkisine maruz kalan, plastik 
PZR tüpleri ve mineral yağlar da inhibitör etkiye 
sahiptir.5 

PZR İnhibitörlerinin Etki Mekanizmaları 
Her bir inhibitör madde, PZR’ nin farklı aşama-

sında dahil olabileceği gibi, etki şekilleri de farklı 
olmaktadır. Aynı kaynak materyalde yer alan fark-
lı maddelerin inhibitör özelliği benzer olabileceği 
gibi, farklı materyalde yer alıp aynı etki şekillerine 
sebep olabilen maddeler de mevcuttur. 

Başlangıç olarak, PZR’ de  kullanılan kalıp DNA; 
nükleaz ve diğer maddelerin etkileşimi ile değişime 
uğrayabilmekte ya da indirgenebilmektedir. Bu etki 
yüksek erime noktalarında meydana gelen yarış-
macı bağlanma sebebi ile gerçekleşmektedir.1 He-
matin, DNA’ nın erimesinin tamamlanmamasına 
sebep olarak inhibitör etki göstermektedir  (Melting 
DNA).21 Yedidağ ve ark (1996), asiklovir gibi bazı 
antiviral maddelerin nükleotitler ile yarışarak DNA’ 
nın uzamasını inhibe ettiklerini belirtmişlerdir. 37

 DNA polimerazı, direkt ya da indirekt olarak 
etkileyen birçok PZR inhibitörü bulunmaktadır. 

Örneğin proteaz, deterjanlar, üre ve fenol gibi mad-
deler DNA polimeraz enzimini indirgeyebilmek-
tedirler. Kalsiyum, kollajen, hematin ve tannik asit 
ise polimeraz aktivitesini inhibe etmektedir. Ek-
zojenik DNA ise şablon ile yarışarak inhibitör etki 
gösterebilmektedir.21, 32 DNA muhafazası için kulla-
nılan bazı kitlerin yıkama solusyonlarında bulunan 
EDTA, belirli konsantrasyonlarda olduğunda mag-
nezyum iyonlarını tüketebilmektedir ve bu şekilde 
DNA polimeraz aktivitesinin inhibisyonuna sebep 
olmaktadır.25   Deterjanlar, proteaz ve üre gibi mad-
deler polimerazın parçalanmasına sebep olmakta-
dırlar.23, 25, 26, 36 Kalsiyum, kollajen, hematin, bitkisel 
ara ürünler, IgG, melanin, myoglobin, polisakka-
ritler, sodyum ve tannik asit; DNA polimerazın in-
hibisyonuna veya transkriptaz aktivitesini tersine 
çevirerek inhibitör etki göstermektedirler.2, 3, 10, 21, 22, 

35 Kalsiyum iyonları tüm bu etkilerinin yanısıra po-
limerazın kofaktörleri ile de yarışmaktadır.4, 21

RNA üzerine etkisi olan maddelerin başında 
gelen fenoller, oksitleyici koşullar altında RNA’yı 
çapraz bağlayabilirler ve bu yetenekleri ile RNA izo-
lasyonuna engel olmaktadırlar.35 Polisakkaritlerin 
varlığı ise çöktürülmüş RNA kapasitesini azaltabil-
mektedir.30 Yapılan birçok çalışmada görülmüştür 
ki polifenoller ve polisakkaritler; nükleik asit ile 
çökelme aşamasında, çökeltilmiş RNA’ nın tekrar 
süspansiyon haline gelme özelliğini indirgemekte-
dirler.30, 34, 35

Polifenoller ve polisakkaritler bu etki meka-
nizmalarının yanında; kollajen, melanin ve humik 
asitlerinin de sahip olduğu etki gibi nükleik asitle-
rin kimyasal özelliklerini de değiştirebilmektedirler 
(nükleik asitler ile çapraz bağlanma ile).21,35 Humik 
asitler aynı zamanda nükleik asit ve enzimlere tu-
tunarak ya da onlara bağlanarak inhibitör etki gös-
terebilmektedirler.1 Bakteri hücreleri ve hücre ar-
tıkları, deterjanlar, PZR katkı maddeleri, proteinler 
ve polisakkaritler, tuzlar ve solventler ise nükleik 
asitlerin parçalanmasına sebep olarak inhibitör etki 
oluşturmaktadırlar.6, 15, 22, 25, 36

Metal iyonları ise primerlerin özelliklerini in-
dirgeyerek inhibitör etkiye sahip olmaktadırlar.1 

Polifenoller ve tannik asit aynı zamanda metal iyon-
larının şelasyonuna da sebep olmaktadırlar.1, 21 Ros-
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sen ve ark. (1992)’nın çalışmasından görülmüştür 
ki; EDTA da magnezyum dahil olmak üzere metal 
iyonlarının şelasyonuna sebep olarak inhibitör etki-
ye neden olmaktadır.25

PZR İnhibitörlerinin Eliminasyon Yöntemleri
Genel olarak, kategorize edilmiş belli başlı in-

hibitör maddelerin dikkatli kullanımının yanı sıra, 
bazı maddelere karşı spesifik eliminasyon yöntem-
leri de mevcuttur.

Seminal sıvı ve dışkı örneklerinin matrislerinde 
yer alan polisakkaritler gibi küçük proteinler ve tuz-
ları elimine etmek için Sephacryl S-400, Sephadex 
G-200, Chelex, Sephadex ve cetrimonium bromide 
kullanılarak kolon kromatografisi uygulanmakta-
dır.8,14,27 Kromatografi hücre ekstraktlarından nük-
leik asitlerin saflaştırılması amacı ile kullanılan yön-
temlerden birisidir. Dışkı örnekleri için ekstraksiyon 
aşamaları; Sedaphex G-200 kromatografi, PZR’ den 
önce ısıl işlem uygulaması, BSA ya da gp32 eklen-
mesi, dirençli polimerazların seçilimi, kloroform 
ekstraksiyonu, aktif karbon ile işleme tutulması ve 
laboratuvar örneğinin seyreltilmesidir.2,7,14,19

İdrar örneklerinde yer alan ürenin inhibitör et-
kisi, dializ ya da ultrafiltrasyon ile elimine edilebil-
mektedir.16 Kalsiyum iyonlarının inhibitör etkisi, 
magnezyum iyonlarının eklenmesi ile kompanse 
edilebilmektedir.4 Süt örneklerinde yer alan inhibi-
törler için BSA, proteaz inhibitörü ve magnezyum 
iyonlarının eklenmesi önerilmektedir.4,23 Peynir ve 
et ürünleri için ise dirençli polimerazların seçilimi 
ile inhibitör etki elimine edilebilmektedir.2 

Nükleik asit izolasyonu için kullanılan manyetik 
silika boncukların kullanımının, etkili bir şekilde 
PZR inhibitörlerini kaldırabildiği bildirilmiştir.18 

Polifenollerin RNA ile etkileşimini ortadan kaldır-
mak amacıyla yüksek konsantrasyonda borat eklen-
mesi ve fenollerin etkisini ortadan kaldırmak için 
ise polyvinylpyrrolidone kullanımı önerilmektedir. 

30, 34, 35 İmmunocapture yöntemleri de PZR inhbi-
törlerinin eliminasyonunda etkilidir.28 Maher ve 
ark.,18 hava ve çevre örneklerinde yer alan inhibitör 
maddeler için Magnetic bead DNA capture method 
kullanımını önermişlerdir. Su ve çevre örnekleri için 
Sedaphex G-100 ve Chelex-100’ ün kombine uygu-

laması, çözücülerin ekstraksiyonu, pozitif yüklü 
membranlar ile ultrafiltrasyon ve UV ışın uygula-
ması kullanılabilmektedir.1, 32

SONUÇ VE ÖNERİLER
PZR inhibitörleri, yöntemin farklı aşamalarında 

değişik mekanizmalar ile etkilerini gösteren, birçok 
inceleme örneğinde bulunabilen maddelerdir. PZR’ 
nin duyarlılığını olumsuz yönde etkiler ve yanlış ne-
gatifliklerin en önemli nedenleri arasındadır. PZR’ 
nin ekstraksiyondan itibaren birçok aşamasında 
bu inhibitörlerin etkisini elimine etmek için farklı 
yöntemler önerilmektedir. Önemli olan yapılacak 
olan testin içindeki olası inhibitörleri önceden be-
lirlemek ve önerilen yöntemlerlerden birini uygula-
maktır. Ayrıca PZR karışımı içerisine ilave edilecek 
internal kontroller ile de reaksiyonun gerektiği gibi 
çalıştığının kontrol edilmesi de önemlidir. Veteriner 
mikrobiyolojisinde yaygın kullanımı olan PZR’ nin 
güvenilir bir şekilde kullanılması için bu inhibitör-
lerin varlığı unutulmamalı ve her geçen gün yenile-
nen eliminasyon yöntemleri takip edilmelidir. 
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