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Utjecaj PCR inhibitora na molekularnu
dijagnostiku pneumokokne pneumonije

Influence of PCR inhibitors on molecular diagnosis of

pneumococcal pneumonia
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SAZETAK. Cilj: Utvrditi utjecaj inhibitora prisutnih u uzorcima krvi i njenih frakcija te u uzorcima iz
respiratornog sustava na rezultate PCR-a za Streptococcus pneumoniae u bolesnika s
izvanbolnickom pneumonijom. Ispitanici i metode: U istraZivanje je bilo uklju¢eno 80 ispitanika s
izvanbolnickom pneumonijom u kojih je, osim konvencionalnih mikrobioloskih pretraga,
napravljena i lan¢ana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR) za fragment gena
pneumolizina na uzorcima seruma (N=77) i bronhoalveolarnih ispiraka (BAL) (N=19). U uzorcima
je utvrdivana prisutnost PCR inhibitora, a za njihovo uklanjanje koristeno je razrjedivanje uzoraka.
Rezultati: Primijenjenim mikrobioloskim metodama S. pneumoniae dokazan je kod ukupno 25
(31,3 %) ispitanika s izvanbolnickom pneumonijom. PCR rezultati u svih 77 uzoraka seruma bili su
negativni, a prisutnost PCR inhibitora utvrdena je u jednom uzorku seruma. PCR je u uzorcima
BAL-a bio pozitivan kod tri ispitanika, a inhibitori nisu utvrdeni niti u jednom uzorku BAL-a.
Rasprava: Pri planiranju i izvodenju PCR-a na klinickim uzorcima treba misliti na mogucu
prisutnost PCR inhibitora koji mogu biti uzrok lazno-negativnih rezultata. Odredenim postupcima
PCR inhibitori mogu se ukloniti iz klinickih uzoraka ili se njihovo djelovanje moze umanjiti (metoda
izolacije DNA, optimizacija uvjeta umnaZanja, razrjedivanje uzoraka). Prisutnost inhibitora u
uzorku moze se utvrditi dodavanjem interne kontrole u svaki uzorak ili pomocu spikinga.
Zakljucak: S obzirom na to da je u ovom istraZivanju prisutnost inhibitora utvrdena samo u
jednom uzorku seruma, moze se zakljuciti da PCR inhibitori u uzorcima seruma i BAL-a ne utjecu
na rezultate PCR-a za S. pneumoniae u bolesnika s izvanbolnickom pneumonijom.

Kljucne rijeci: bronhoalveolarni ispirak (BAL), inhibicija, izvanbolni¢ka pneumonija, krv, PCR

ABSTRACT. Aim: To determine if inhibitors in blood and respiratory specimens influence the
polymerase chain reaction (PCR) results for Streptococcus pneumoniae in patients with
community-acquired pneumonia (CAP). Patients and methods: The study included 80 patients
with CAP. In addition to conventional microbiological methods, PCR for fragment of
pneumolysin gene in serum (N=77) and BAL (N=19) specimens was also performed. The
presence of PCR inhibitors in specimens was determined with spiking and inhibitors were
removed by diluting the specimens. Results: With all methods, S. pneumoniae was detected in
25 (31,3 %) of patients with CAP. PCR results in 77 serum specimens were negative. PCR
inhibitors were detected in one serum specimen. BAL specimens were PCR-positive in three
patients and there were no inhibitors detected. Discussion: When planning and performing
PCR on clinical specimens, PCR inhibitors should be considered as a possible cause of false-
negative results. Several procedures are used to remove PCR inhibitors from clinical specimens
or to diminish their influence (extraction method, optimizing DNA amplification, diluting of
specimens). Presence of inhibitors can be determined by adding of an internal control to each
specimen or with spiking. Conclusions: In this study the presence of inhibitors was determined
in only one serum specimen. It can be concluded that PCR inhibitors in serum and BAL
specimens do not influence the PCR results for S. pneumoniae in patients with CAP.

Key words: blood, bronchoalveolar lavage (BAL), community-acquired pneumonia, inhibition,
PCR
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Zbog ogranicenja konvencionalnih mikrobioloskih
metoda, posebno u bolesnika prethodno lijecenih
antimikrobnim lijekovima, u dijagnostici pneumo-
kokne pneumonije primjenjuje se i molekularna
metoda lanc¢ane reakcije polimeraze (engl. poly-
merase chain reaction, PCR). lako bi spomenuta
dijagnosticka metoda u idealnim uvjetima trebala
biti brza i osjetljiva, prilikom primjene na klini¢kim
uzorcima bolesnika njezina osjetljivost moZe biti
smanjena djelovanjem razli¢itih inhibitora. Stoga

PCR bi u idealnim uvjetima trebao biti brza i osjetlji-
va dijagnosticka metoda. Prilikom primjene na
klinickim uzorcima bolesnika, osjetljivost joj moze
biti kompromitirana prisustvom inhibitora koji mogu
rezultirati laZno-negativnim nalazima. Inhibitori PCR
reakcije dokazani su u brojnim klini¢kim uzorcima.

prilikom evaluacije PCR-a u dijagnostici pneumo-
kokne pneumonije treba svakako uzeti u obzir i
djelovanja inhibitora PCR reakcije.

U dijagnostici pneumokokne pneumonije PCR je,
kao dijagnosticka metoda, istraZivan na uzorcima
krvi i njenim frakcijama (puna krv, serum, plazma,
izolirani leukociti), te na uzorcima sputuma®?. U
posljednje vrijeme istrazuje se i moguca dijagnos-
ticka vrijednost PCR-a na uzorcima bronhoalveo-
larnih ispiraka (BAL), pogotovo u bolesnika kod
kojih je ve¢ zapoceto antimikrobno lije¢enje®*.

S obzirom na to da uzorci krvi i njenih frakcija,
kao i uzorci iz respiratornog sustava, zauzimaju
istaknuto mjesto medu klinickim uzorcima boga-
tim inhibitorima, cilj ovog istrazivanja bio je utvr-
diti utjecu li inhibitori prisutni u ovim uzorcima
na rezultate PCR-a za Streptococcus pneumoniae
u bolesnika s izvanbolni¢ckom pneumonijom.

ISPITANICI | METODE

U istrazivanje je ukljuceno 80 ispitanika s
izvanbolnickom pneumonijom koji su pregledani
i/ili hospitalizirani u Klinici za plu¢ne bolesti Jor-
danovac. Kriterij za klinicku dijagnozu izvanbol-
nicke pneumonije bio je novonastali plucni infil-
trat utvrden radioloskom snimkom uz prisutnost

http://hrcak.srce.hr/medicina

odgovarajucih simptoma u ispitanika koji unatrag
14 i vise dana od pojave simptoma nisu bili hospi-
talizirani niti su boravili u gerijatrijskoj ili slicnoj
ustanovi.

U ispitanika su, osim konvencionalnih mikrobio-
loskih pretraga (preparat po Gramu i kultura spu-
tuma/BAL-a, pneumokokni antigen u urinu i he-
mokultura), napravljene i molekularne mikrobio-
loske pretrage na uzorcima seruma (N=77) i BAL-a
(N=19). Konvencionalne mikrobioloske pretrage
napravljene su u Klinici za plué¢ne bolesti Jordano-
vac u Zagrebu, a molekularne u Klinickom zavodu
za klinicku i molekularnu mikrobiologiju Klini¢kog
bolni¢kog centra Zagreb. Za izolaciju DNA koristen
je High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). Konvencio-
nalni PCR za fragment gena pneumolizina napra-
vljen je kako su opisali Dagan i sur., a PCR produkt
odgovarajuce veli¢éine od 355 bp detektiran je
elektroforezom u 2% agaroza gelu®. Kao pozitivha
kontrola koristena je pneumokokna DNA izolirana
iz bakterijske suspenzije pneumokoka, dok je kao
negativna kontrola koriStena sterilna destilirana
voda.

REZULTATI

Svim primijenjenim mikrobioloskim metodama S.
pneumoniae dokazan je u ukupno 25 (31,3%) ispi-
tanika s izvanbolnickom pneumonijom.

S. pneumoniae dokazan je pneumokoknim anti-
genom u urinu u 21,1 % (16/76), a kulturom spu-
tuma u 12,5% (8/64) ispitanika. Kultura BAL-a bila
je pozitivna u 5,3% (1/19) ispitanika. Sve hemo-
kulture ostale su sterilne (N=11). U dva ispitanika
s pozitivnim pneumokoknim antigenom u urinu
bila je pozitivna i kultura sputuma, a u jednog kul-
tura BAL-a.

PCR rezultati u svih 77 uzoraka seruma bili su ne-
gativni. Kako bi se utvrdilo jesu li rezultati stvarno
negativni ili je PCR reakcija u njima bila inhibira-
na, napravljen je spiking kako je opisano u litera-
turi®’. U svaki negativni uzorak seruma prije am-
plifikacije dodana je mala koli¢ina pneumokokne
DNA, te je reakcija ponovljena. Pritom je samo u
jednom uzorku PCR reakcija ostala negativna, Sto
znaCi da je u tom uzorku utvrdena prisutnost
inhibitora (slika 1). Osim spikinga, uzorci seruma
su razrjedivani pooliranjem u razrjedenju 1:8,
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kako bi se umanijilo djelovanje eventualno prisut-
nih inhibitora, kao Sto je opisano u literaturi, ali
su svi uzorci seruma unato¢ tome ostali PCR-ne-
gativni (slika 2)8.

PCR je bio pozitivan u uzorcima BAL-a u tri ispita-
nika. Sva tri ispitanika su prije bronhoskopske
pretrage primala antimikrobne lijekove, a spikin-
gom i pooliranjem inhibicija nije utvrdena niti u
jednom uzorku BAL-a (slika 3).

U klinickim uzorcima do sada je otkriven velik
broj razli¢itih PCR inhibitora, a inhibitorno mogu
djelovati i razli¢iti drugi ¢imbenici, kao Sto je to
plasti¢no laboratorijsko posude, puder s rukavica
itd. Osobito veliki broj inhibitora otkriven je uzor-
cima krvi. Prve spoznaje o tome potjecu iz foren-
zicke znanosti u kojoj su se s problemom inhibi-
cije susreli prilikom analiziranja tragova krvi°.
Najpoznatiji inhibitor u uzorcima krvi je hemoglo-
bin Cciji porfirinski prsten moZe inhibirati PCR
reakciju vezivanjem Tag DNA polimeraze®. Inhibi-
torno mogu djelovati i leukocitna DNA, imunoglo-
bulini G i antikoagulansi (heparin, EDTA). Antikoa-
gulansi inhibitorno djeluju tako da kao kelirajuci

pozitivha kontrola

agensi vezu Mg?, neophodan za aktivnhost DNA
polimeraze!*'3, Posebno je vazno u ovom kontek-
stu naglasiti ulogu koju moze imati humana DNA
prisutna u ispitivanom uzorku. Naime, u klinickim
uzorcima se PCR reakcijom mala koli¢ina mikrob-
ne DNA mora otkriti u okruzenju koje sadrzi euka-
riotski geneticki materijal. Humana DNA pri tome
moZze interferirati sa PCR reakcijom. U uzorcima
krvi humana leukocitna DNA moze djelovati inhi-
bitorno, tako da kompeticijom ometa vezivanje
pocetnica za ciljanu sekvencu ili pak inhibitorno
djelovanje moze biti jednostavno posljedica oteza-
ne difuzije svih komponenti u reakcijskoj smjesi
zbog prisutnosti dugih lanaca humane DNA™.

Prisutnost inhibitora PCR-a u uzorcima moze se otkri-
ti dodavanjem interne kontrole u svaki uzorak ili
spikingom, odnosno ponavljanjem PCR reakcije na
negativnim uzorcima nakon dodavanja male kolicine
ciljane DNA u uzorak. Poznati su i postupci kojima se
PCR inhibitori mogu ukloniti iz uzoraka ili im se djelo-
vanje moze umanijiti, o cemu treba voditi rauna pri
planiranju i izvodenju PCR-a na klinickim uzorcima.

1
uzorak seruma
s prisutnim inhibitorima

Slika 1. Elektroforeza u agaroza gelu amplificiranih PCR produkata nakon sto su u PCR-negativne uzorke seruma

prije amplifikacije dodana 2ul pneumokokne DNA (spiking)

Stupac 1 — DNA molecular weight marker XIV (100-1500 bp); stupac 2 — pozitivna kontrola (pneumokokna DNA);
stupci 3-8, 10, 11 — uzorci seruma bez prisutnih inhibitora; stupac 9 — uzorak seruma s prisutnim inhibitorima bez
PCR produkta velicine 355 bp; stupac 12 — negativna kontrola (sterilna destilirana voda)

Figure 1 Electrophoresis in agarose gel of amplified PCR products after addition of 2 ul of pneumococcal DNA in

PCR-negative serum samples (spiking)

Lane 1 — DNA molecular weight marker XIV (100-1500 bp); lane 2 — positive control (pneumococcal DNA); lanes
3-8, 10, 11 — serum samples without inhibitors; lane 9 — serum sample with inhibitors/without PCR product of

355 bp; lane 12 — negative control (sterile distilled water)
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Slika 2. Elektroforeza u agaroza gelu PCR-negativnih uzoraka seruma nakon razrjedivanja pooliranjem — svi uzorci

su ostali negativni

Stupac 1 — DNA molecular weight marker XIV (100-1500 bp); stupac 2 — pozitivna kontrola (pneumokokna DNA); stupci
3-11 — PCR-negativni uzorci seruma nakon pooliranja; stupac 12 — negativna kontrola (sterilna destilirana voda)

Figure 2. Electrophoresis in agarose gel of PCR negative serum samples after dilution by pooling — all samples

remained negative

Lane 1 — DNA molecular weight marker XIV (100-1500 bp); lane 2 — positive control (pneumococcal DNA); lanes
3-11 — PCR-negative serum samples after pooling; lane 12 — negative control (sterile distilled water)

Osim uzoraka krvi, istaknuto mjesto medu
klinickim uzorcima bogatim inhibitorima zauzi-
maju i uzorci iz respiratornog sustava (polisahari-
di, krv, mukoliticki agensi) i urogenitalnog sustava
(urea)11,15,16'

Odredenim postupcima PCR inhibitori mogu se
ukloniti iz klinickih uzoraka ili se njihovo djelo-
vanje moze barem umanjiti. Uklanjanje inhibitora
zapocinje izolacijom nukleinskih kiselina iz klinic-
kog uzorka. Izbor metode kojom ce se izolacija ra-
diti vrlo je vaZan. U istraZivanjima se razlicite me-
tode izolacije medusobno usporeduju s ciljem da
se za pojedinu vrstu klinickih uzoraka utvrdi ona
optimalna?’. Djelovanje inhibitora moze se uma-
njiti i optimizacijom uvjeta amplifikacije. Pritom
vaznu ulogu ima izbor DNA polimeraze i njena
koli¢ina u reakciji. Pojedine DNA polimeraze
medusobno se razlikuju s obzirom na svoju
osjetljivost na PCR inhibitore. Kao facilitatori PCR
reakcije djeluju bovini serumski albumin (BSA),
betain i gp32'*!2, Djelovanje eventualno prisutnih
inhibitora moze se umanijiti i razrjedivanjem uzo-
raka®.

Prisutnost inhibitora u nekom uzorku, odnosno je
li PCR rezultat stvarno negativan ili je reakcija u
njemu samo inhibirana, moze se utvrditi na dva
nacina. Prvi nacin je dodavanje interne kontrole u
svaki uzorak. Postoje razli€iti tipovi internih kon-
trola. Homologna ekstrinzi¢na kontrola amplifici-
ra se istim pocetnicama kao i ciljana sekvenca, te
se u uzorak dodaje u niskoj koncentraciji kako ne
bi doslo do kompeticije s ciljanom sekvencom.
Heterologna ekstrinzi¢na kontrola za amplifikaciju
zahtijeva dodatni par pocetnica. Heterologna
intrinzicna kontrola temelji se na amplifikaciji
odredenih skupina gena za koje se ocekuje da su
prisutni u svakom uzorku kao Sto su R-globinski
geni i geni za y-interferon. Treba napomenuti da
se B-globinski geni ne preporucuju toliko za kon-
trolu inhibicije, koliko kao potvrda da je u uzorku
prisutna humana DNA, odnosno stani¢ni mate-
rijal, sto je dokaz da je uzorak (npr. obrisak)
adekvatno uzet'®!°. Drugi nacin za otkrivanje pri-
sutnosti inhibitora jest tzv. spiking. Temelji se na
ponavljanju PCR reakcije na negativnim uzorcima
nakon dodavanja male koli¢ine ciljane DNA u
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Slika 3. Elektroforeza na agaroza gelu amplificiranih
PCR produkata u uzorcima BAL-a

Stupac 1 — DNA molecular weight marker XIV
(100-1500 bp); stupac 2 — pozitivna kontrola (pneu-
mokokna DNA); stupac 3 — negativna kontrola
(sterilna destilirana voda); stupci 4, 7 i 8 — pozitivni
uzorci BAL-a; stupci 5 i 6 — negativni uzorci BAL-a

Figure 3. Electrophoresis in agarose gel of

amplified PCR products from BAL samples

Lane 1 — DNA molecular weight marker XIV (100-
1500 bp); lane 2 — positive control (pneumococcal
DNA); lane 3 — negative control (sterile distilled
water); lanes 4, 7 and 8 — positive BAL samples;
lanes 5 and 6 — negative BAL samples.

uzorak. Ako je PCR rezultat i sada negativan, to
znaci da su u uzorku prisutni inhibitori®’.

U ovom istraZzivanju prisutnost inhibitora utvrde-
na je samo u jednom uzorku seruma, te se moze
zakljuciti da inhibicija u uzorcima seruma i BAL-a
ne utjeCe na rezultate PCR-a za S. pneumoniae
kod bolesnika s izvanbolnickom pneumonijom.
Rezultati ovog istrazivanja govore u prilog autori-
ma koji smatraju da, za razliku od BAL-a, PCR na
uzorcima seruma nije koristan u dijagnostici
pneumokokne pneumonije.

Kao sto kontaminacija moZze biti uzrok lazno-pozi-
tivnih PCR rezultata, tako i inhibitori PCR reakcije
mogu biti uzrok onih lazno-negativnih. Ovim istra-
Zivanjem Zeljeli smo pokazati da pri planiranju i
izvodenju PCR-a na klini¢kim uzorcima treba mi-
sliti na sve ¢imbenike koji mogu inhibirati reakciju,
pokusati ih otkriti, ukloniti ili barem umanijiti
njihovo djelovanje, jer ¢e samo tako PCR biti brza
i osjetljiva dijagnosticka metoda.
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