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ABSTRACT

Polymerase chain reaction (PCR) inhibitors which can be found in the clinical specimens lead to increased cost of
these tests and also cause delay in the results particularly in the routine laboratories. Lysis/dilution methods are effecti-
ve on the removal of PCR inhibitors and the performance of internal amplification control (IAC). This study was aimed
to evaluate the effects of some methods, such as lysis (freezing and thawing) and dilution (1/10) of serum samples,
used for the removal of PCR inhibitors, on IAC results. This evaluation was done by investigating the results of 1440
HCV-RNA and 2754 HBV-DNA (Fluorion HCV QNP and HBV QNP; lontek, Turkey) tests that were performed in our la-
boratory during January 2005-October 2006 period. The nucleic acid isolation was done by “spin colon” (Qiagen, QI-
Aamp® DNA Mini Kit, Germany) and “magnetic particle” (Qiagen, BioRobot EZ1, Germany) technologies and PCR was
performed by real-time PCR (iCycler 1Q - BioRad Lab., USA). False negative IAC was detected in 211 samples during
HCV-RNA tests and correct results were obtained in 66.4% of these when inhibitors were removed by lysis in 121 and
by serum dilution in 19 of the samples. For HBV-DNA tests false negative IAC was detected in 15 samples and applica-
tion of lysis method yielded correct results in 73.3% (11/15) of these. By the application of inhibitor removal methods
the rate of false negative IAC decreased from 14.6% to 4.9% (71/1440) in HCV PCR and from 0.5% to 0.1% (4/2754)
in HBV PCR. These data indicated that lysis/dilution methods were simple, economical and effective methods that co-
uld be used in routine PCR laboratories for the removal of PCR inhibitors and to achieve effective IAC.
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Sayin Editor,

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yonteminde siklikla karsilasilan inhibitorler arasinda heparin, hem,
I6kosit DNA'si, IgG ve hedef olmayan DNA gibi unsurlar sayilabilir'. Niikleik asit izolasyonu asamasindan
itibaren PCR test ortamina, inhibisyon ve 6rnek kayiplarinin monitorizasyonu amaciyla internal amplifi-
kasyon kontrolii (IAK) katilmakta ve negatif sonuclar denetlenebilmektedir?. Ote yandan tanisal PCR test-
lerinde IAK'nin zorunlu olarak kullanilmasi gerektigi tartisiimaktadir®#. PCR 6ncesi basamakta, inhibitér-
lerin &rneklerden cikarilmasi ya da azaltilmasi miimkiindiir’. Bu amagla, spin kolon (SK) ve manyetik par-
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tiklil (MP) teknolojilerinin de icinde yer aldigi cesitli nlkleik asit izolasyon teknikleri bulunmakta ve ayica
izolasyon &ncesi islemler ile inhibitorler etkisizlestirilebilmektedir'.

Bu calismada, rutin PCR laboratuvarimiza gelen serum 6rneklerinde, lizis (dondurup ¢ézme) ve serum
érneginin diliisyonu (1/10 diliisyon) gibi izolasyon 6éncesi PCR inhibitérlerini giderme islemlerinin, IAK
sonuglarina olan etkileri degerlendirilmistir. Ayrica kan 6rneklerinde inhibitor unsurlari gidermede kulla-
nilabilecek cesitli teknikler karsilastirmali olarak gézden gegirilmistir. Bu amacla niikleik asit izolasyon me-
todu olarak SK (Qiagen, QIAamp® DNA Mini Kit, Almanya) ve MP (Qiagen, BioRobot EZ1, Aimanya) tek-
nolojisi kullanilan rutin PCR laboratuvarimizda (real-time PCR, iCycler IQ - BioRad Lab., ABD), Ocak 2005-
Ekim 2006 tarihleri arasinda 1440 HCV-RNA ve 2754 HBV-DNA testi (Fluorion HCV QNP ve HBV QNP;
fontek, Tiirkiye) sonuclari degerlendirilmistir.

HCV PCR testinde, IAK yalanci negatif ¢ikan (211/1440, %14.6) 6rneklerde lizis ile 121/183 (%66)
ornekte, serum dillisyonu ile 19/28 (%68) 6rnekte olmak lizere toplam 140/211 (%66) 6rnekte inhibi-
torler giderilmistir. inhibitér giderme ydntemlerinin kullanimiyla IAK’de yalanci negatiflik orani HCV PCR
testinde %4.9a (71/1440) dismustir. IAK yalanci negatif cikan hepatit B hasta (15/2754, %0.5) serum-
larinda dondurup-¢6zme sonrasi 11/15 (%73) 6rnekte inhibitorler giderilerek sonug alinmis ve %0.5 ora-
nindaki HBV PCR testi IAK yalanci negatiflik orani ise %0.1'e (4/2754) diismstr.

PCR’de hasta materyallerinden kaynaklanan inhibisyonlarin %0-8.8 arasinda oldugu bildiriimektedir.
Bunlarin timii IAK yalanci negatifliginden kaynaklanmakta ve érneklerin diliisyonu ile bunlarin 6nlenebi-
lir oldugu belirtiimektedir®. Bulgularimiz, PCR inhibitérlerini gidermede lizis/diliisyon islemlerinin etkin
oldugunu gostermistir.

SK teknigine dayanan DNA izolasyon sistemleri hizli, uygulamasi kolay ve PCR inhibitorlerini yakala-
mada basarili bulunmaktadir’. Ote yandan MP tekniginin SK teknigine gére bazi avantajlari géze carp-
maktadir. BioRobot icin kullanilan niikleik asit geri kazanim tiipleri vidal kapaklidir ve bu PCR karigimi-
nin pipetlenmesi asamasinda kapak kontaminasyonundan kaginmay:i kolaylastirmaktadir. Ayrica BioRo-
bot ile daha fazla nikleik asit geri kazanim hacmi (75-150 pl) saglanabilmektedir (bu miktar SK tekni-
ginde 40 pl’dir). BioRobot ile ¢alismada biyogtivenlik kabinine ihtiyac duyulmamasi da sistemin diger
bir avantajidir®,

Rutin PCR laboratuvarlarinda, kan orneklerinde inhibitor unsurlari gidermede kullanilabilecek cesitli
teknikler bulunmaktadir. Bu teknikleri, calisma siresi ve birim maliyet yoniinden ele aldigimizda; jel filt-
rasyonu (30-45 dakika/3.4 euro), silika absorpsiyonu (20 dakika/2.4 euro), afinite purifikasyonu (23 da-
kika/4.5 euro) ve iyon degisim kromatografi (~22 dakika/4 euro) teknikleri makul stireli ve hesapli goriin-
mektedir’. Soliisyon temelli (fenol-kloroform teknigi-150 dakika/2 euro) ve manyetik cam partikiil izolas-
yon (90 dakika/14.6 euro) teknikleri siire ve maliyet ydniinden elverisli gériinmemektedir'®. Otomatik
niikleik asit izolasyonu (20 dakika/5.5 euro) teknigi ise manuel olmayisi, hizi ve fazla elution saglamasi
yoniiyle bu tekniklerin yaninda avantajli gériinmektedir''. Dielektroforezis (~10-30 dakika/ticari {iriin de-
gil) teknigi 6zel donanim ve ekipman gerektirmekte ancak yogun érnek akisi olan rutin laboratuvarlar icin
pratik bulunmamaktadir'?.

Sonug olarak klinik 6rneklerde bulunabilen PCR inhibitérleri, test maliyet artisina ve sonuglarin gecik-
mesine neden olmakta ve izolasyon tekniklerinin yani sira inhibitorlerin giderilmesini gerektirmektedir.
PCR inhibitérlerini gidermede lizis/diliisyon teknikleri IAK performansi (izerinde etkili olmaktadir. Ancak
PCR tani laboratuvarlari yine de kendilerine en uygun olan yontemi se¢cmelidir.
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