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OZET

HCV enfeksiyonlarinin tanisinda ve tani konmus hastalarin takibinde, hizli ve giivenilir sonug veren
yontemlerin kullanilmasi gerekmektedir. Bu calisma, HCV enfeksiyonunun tanisinda klinik orneklerden
kantitatif olarak HCV-RNA saptanmasinda, Cobas Amplicor sistemi (Roche Diagnostics) ile Cobas Tagman
sistemini (Roche Diagnostics) karsilastirmak amaciyla yapilmistir. Calismaya, Hacettepe Universitesi Eris-
kin Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarina HCV tanisi amaciyla génderilen 84 serum 6rnegi alin-
mustir. Bu 6rneklerin 52 (%61.9)'sinde iki yontemle de pozitif sonug elde edilirken, 32 (%38.1) 6rnekte
iki yontemle de HCV-RNA saptanamamistir. Yontemler arasinda uyumsuz sonug tespit edilmemistir. Po-
zitif sonug elde edilen ornekler incelendiginde, Cobas Amplicor sistemiyle ortalama 822.452 |U/ml HCV-
RNA elde edilirken, Cobas Tagman sistemiyle ortalama 3.069.984 1U/ml HCV-RNA elde edildigi goriil-
mustir. Calismamizda, Cobas Tagman sisteminin saptadigi HCV-RNA diizeyinin, Cobas Amplicor siste-
minin saptadigi diizeyden yaklasik 3.7 kat fazla olmasi nedeniyle, Cobas Tagman sisteminin HCV enfek-
siyonlarinin takibinde giivenle kullanilabilecek bir yontem oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar sozciikler: Hepatit C virus, HCV RNA, PCR, kantitasyon, Cobas Amplicor, Cobas Tagman.

ABSTRACT

It is necessary to use rapid and reliable methods for the diagnosis of hepatitis C virus (HCV) infecti-
ons and follow up of the patients with HCV infection. The purpose of this study was to compare Cobas
Amplicor system (Roche Diagnostics) and Cobas Tagman system (Roche Diagnostics) for the quantitati-
ve detection of HCV-RNA in clinical samples. Eightyfour serum samples that were sent to Hacettepe Uni-
versity Adult Hospital Clinical Microbiology Laboratory were included in the study. Fiftytwo (61.9%) of
these samples were found to be positive by two methods while 32 (38.1%) samples were found to be
negative by two methods. There were no discrepant results between the methods. When positive samp-
les were evaluated it was found that Cobas Amplicor system detected an average HCV-RNA of 822.452
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IU/ml while Cobas Tagman system detected an average HCV-RNA of 3.069.984 1U/ml. Since the mean
number of HCV-RNA detected by Cobas Tagman system was 3.7 fold of the average number of HCV-
RNA detected by Cobas Amplicor system, it was concluded that Cobas Tagman system was a reliable
method for the follow up of patients with HCV infection.

Key words: Hepatitis C virus, HCV RNA, PCR, quantitation, Cobas Amplicor, Cobas Tagman.

GiRis

Hepatit C virusu (HCV) kronik karaciger hastaliklarinin en 6nemli nedenlerinden biri-
dir'. Bu virusla enfeksiyon, karaciger kanseriyle sonuclanabilmesi nedeniyle transplantas-
yon endikasyonu olusturabilmektedir. Diinya genelinde 170 milyon kisi HCV ile enfekte-
dir. Kan transflizyonu sonrasinda goriilen “non-A, non-B” hepatitlerinin %90-95’inden
kan ve kan Uriinleriyle bulasabilen HCV sorumludur?. HCV enfeksiyonlarinin tanisinda
kullanilan en pratik yontem kan orneklerinde antikor aranmasidir. Bu amacgla cesitli re-
kombinant ve sentetik antijenlerin kullanildigi ELISA testleri gelistirilmistir. Bu testler ge-
rek tarama gerekse tani amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak 6zellikle serokon-
versiyonun kisa slirede saptanmasinda bu testler yetersiz kalmaktadir. Bunun yani sira
immun sistemi baskilanmis kisilerde de bu testlerin bir faydasi olmamaktadir.

HCV enfeksiyonlarinin tanisinda ve tani konmus hastalarin takibinde, hizli ve gliveni-
lir sonuc veren yontemlerin kullanilmasi gerekmektedir®. Bu amacla kullaniimakta olan
molekiiler yontemlerde hem viral niikleik asit izolasyonunun, hem de elde edilen niikle-
ik asitlerin cogaltilarak saptanmasinin hizli bir sekilde yapilmasi hedeflenmektedir. HCV-
RNA kantitasyonu, immiinolojik serokonversiyon 6ncesinde aktif viremi varligini ortaya
cikarmasi acisindan biylk onem tagsir. Buna ek olarak HCV-RNA kantitasyonu, antiviral
tedavi etkinliginin anlagilabilmesi amaciyla hastalarin takibinde kullanilan 6nemli bir pa-
rametre haline gelmistir. Bu calismanin amaci, klinik 6rneklerden kantitatif olarak HCV-
RNA saptanmasinda kullanilan bir gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (real-time
PCR) platformu olan Cobas Tagman sisteminin (Roche Diagnostics) performansini test
etmek ve bu sistemi Cobas Amplicor sistemi (Roche Diagnostics) ile karsilastirmaktir.

GEREC ve YONTEM
Klinik Ornekler ve Niikleik Asit izolasyonu

Calismaya, Hacettepe Universitesi Eriskin Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuva-
rna HCV tanisi amaciyla génderilen 84 serum &érnedi dahil edildi. Orneklerden niikleik
asit izolasyonu, Cobas Amplicor sistemi icin “Magna Pure”, Cobas Tagman sistemi icin
ise “High Pure” otomatize izolasyon sistemi ile gerceklestirildi.

“Magna Pure” sistemi: Bu sistemde, ticari kit (MagNA Pure LC Total Nucleic Acid
Isolation Kit, Roche Diagnostics) icinde bulunan ve sistemin gereksinimlerini iceren re-
aktiflerin, cihazin ilgili pozisyonlarina yerlestiriimesinden sonra, icinde 6nceden hazirlan-
mis lizis tamponu ve kantitasyon standardi iceren 6zel kartuslar (A-ring) lzerine serum
orneklerinden 100’er pl eklendi ve otomatik islem baslatildi. Cihaz icerisinde 6ncelikle,
lizis tamponu icinde bulunan proteinaz K’'nin etkisiyle niikleik asitler aciga cikarildi. Son-
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rasinda, yine lizis tamponu icinde bulunan yiiksek tuz konsantrasyonunun etkisiyle nik-
leik asitlerin, karigima eklenen manyetik boncuklara baglanmasi saglandi. Birka¢ yikama
islemiyle, manyetik boncuklara baglanmamis olan maddeler ortamdan uzaklastirildi. Da-
ha sonra yuksek s etkisi ve tuz konsantrasyonunun dustrilmesiyle birlikte nikleik asit-
ler manyetik boncuklardan ayrilarak saf olarak elde edildi. Tim bu islemler cihaz tarafin-
dan otomatik olarak gerceklestirildi. Cihazin icerisinde, érneklerden otomatik olarak niik-
leik asit izolasyonu yapan bir kisim ile islemler sonunda 6rneklerin bekletildigi bir sogut-
ma blogu mevcuttu. izolasyon islemi sona erdiginde (yaklasik 2-2.5 saat) bu kisimda
bekletilen kartuslar alindi ve direkt olarak Cobas Amplicor cihazina yerlestirilip, hedef
nukleik asitlerin cogaltma islemine gecildi.

“High Pure” sistemi: Bu sistemde, “High Pure System Viral Nucleic Acid” kiti kulla-
nilarak, dretici firmanin (Roche Diagnostics) tavsiyeleri dogrultusunda niikleik asit izolas-
yon islemi manuel olarak gerceklestirildi.

HCV-RNA Cogaltilmasi ve Kantitasyonu

Nukleik asit izolasyonu sonrasinda elde edilen niikleik asitler Cobas Amplicor ve Co-
bas Tagman sistemi kullanilarak cogaltildi ve her iki yontemle elde edilen HCV-RNA du-
zeyleri kargilastirildi.

Cobas Amplicor sistemi: Cobas Amplicor cihazinda gerceklestirilen RT (revers transk-
riptaz)-PCR isleminde HCV Monitor Test kiti (Roche Diagnostics) kullanildi. Bu amacla,
uretici firmanin onerileri dogrultusunda PCR karisimlari hazirlandiktan sonra tupler ciha-
za yerlestirildi ve sirasiyla ters transkripsiyon, amplifikasyon ve hibridizasyon islemleri uy-
gulandi. islemin ilk basamaginda, biyotinle isaretli primerlerin hedef RNA dizisine baglan-
masi, RT enzimi ile RNA'dan cDNA sentezi ve daha sonra cDNA’dan milyonlarca kopya
komplementer hedef DNA sentezi gerceklestirildi. Son asamada ise, cogaltilmig Griinler
kantitatif olarak belirlendi. Bunun icin, ¢cogaltilmis olan Urtinlere kimyasal denatiirasyon
uygulandi. Olusan tek zincirli DNA'larin lizerine, komplementer oligoniikleotid problar
eklenerek biyotinle isaretli amplikon-prob hibridleri olusturuldu. Daha sonra bu amplikon-
prob hibridine, biyotin varligindan yararlanilarak “avidin-horseradish peroksidaz” konju-
gati baglandi. Hidrojen peroksit ve 3,3,5,5" tetra metilbenzidin (TMB) iceren substrat so-
lisyonunun eklenmesiyle, “avidin-horseradish peroksidaz” TMB'yi okside ederek renk de-
gisikligine neden oldu. Bu renk degisikligi Cobas Amplicor cihazi tarafindan algilanarak
kantitatif olarak rapor edildi. Uygulanan testin kalite kontrolu icin, her testte kitle birlikte
verilmis olan dusuk pozitif, yiiksek pozitif ve negatif kontroller de kullanildi.

Cobas Tagman 48 sistemi: izole edilen niikleik asitler, ayrica Cobas Tagman 48 ciha-
zinda da ¢ogaltildi ve saptandi. Bu amacla Uretici firmanin (Roche Diagnostics) onerile-
ri dogrultusunda PCR karisimlari hazirlandiktan sonra tipler cihaza yerlestirildi ve sirasiy-
la ters transkripsiyon, amplifikasyon ve hibridizasyon islemleri uygulandi. Bu islemler icin
HCV genomunun butin genotipler icin iyi korunmus bir bolgesi olan 5’-translasyona
ugramamis bolgesi, hedef bolge olarak secildi. PCR Griinlerinin saptanmasi amaciyla hid-
roliz problari kullanildi. TagMan problari olarak da bilinen bu problarin 5’ ve 3" uglari flo-
rokrom maddelerle isaretlidir (dual labelled probe). Probun 5" ucunda raportor florok-
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rom, 3’ ucunda ise baskilayici florokrom bulunmaktadir. Prob, tek sarmal hale getirilen
hedef boélge uzerinde, primerlerin baglanma bdlgesinin arasinda kalan yere baglanir.
Prob ile hedef bolge arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece raportor florokrom
maddenin sinyal olusturmasi, 3’ ucundaki baskilayici florokrom madde tarafindan engel-
lenir. Primerlerin hedef nikleik aside baglanmasini takiben baglatilan primer uzamasi,
probun baglandigi noktaya geldiginde, sentezin devam edebilmesi icin TagDNA polime-
raz enzimi 5’-3’ ekzonikleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ ucundan itibaren yikmaya
baslar. Boylece raportor florokrom serbest hale gecer ve sinyal olusturur. Her donglide
uretilen Urlin arttikca, floresan miktarinda artma gozlenir.

BULGULAR

Caligilan 84 serum 6rneginin 52 (%61.9)'sinde her iki PCR yontemiyle de pozitif, 32
(%38.1)'sinde ise negatif sonug elde edilmis; yontemler arasinda uyumsuz sonug sap-
tanmamigtir. Her iki PCR yontemiyle de pozitif sonug alinan 52 6rnegin ortalama HCV-
RNA duzeyleri karsilastirldiginda; Cobas Amplicor sistemiyle 822.452 |U/ml, Cobas Taqg-
man sistemiyle 3.069.984 IU/ml HCV-RNA elde edildigi goralmustir (Sekil 1).

iki yontemle elde edilen HCV-RNA miktarlari her rnek icin tek tek karsilastirldiginda,
ozellikle ytksek kopya sayili 6rneklerde Cobas Tagman sistemiyle elde edilen sayilarin da-
ha yuksek oldugu gortlmustir (Sekil 2).
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Sekil 1. Her iki PCR yontemiyle pozitif sonug alinan drneklerden (n= 52) elde edilen ortalama HCV-RNA diizey-
leri.
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Sekil 2. Klinik érneklerden HCV-RNA kantitasyonunda Cobas Amplicor ve Cobas Tagman sistemlerinin
karsilastiriimasi.

TARTISMA

Kronik HCV enfeksiyonu, siroz ve hepatoseliiler karsinoma ile sonuclanabilme riskini
tasidigi icin, halen 6nemli bir saglk sorunu olmaya devam etmektedir. Giinimiizde HCV
enfeksiyonlarinin tedavisinde, interferon-alfa ve ribavirin iceren kombine tedavi semala-
ri uygulanmaktadir. Basarili bir tedavi semasi, serum HCV-RNA diizeyinin sifira inmesi
olarak tanimlanmaktadir>®. Ayrica, tedavinin kesilmesinden sonraki 24 aylik dénemde
de HCV-RNA diizeylerinin sifirda kalmasi gerekmektedir. Ancak her hastada tedaviye iyi
bir yanit alinamamaktadir’8. lyi yanit alinamayan hastalarda HCV-RNA diizeyi, tedavi si-
rasinda veya tedavi bitiminden sonra pozitif olarak kalmaktadir. Her iki durumda da, se-
rum HCV-RNA diizeylerinin bilinmesi biiyiik 5nem tasimaktadir®. Ozellikle antiviral teda-
vi sonrasindaki virolojik relapslarin baslangi¢ asamasinda, distik serum HCV-RNA diizey-
lerinin saptanabilmesi gerekmektedir. Bu amacla kullanilacak olan molekiiler testler hem
kisa stirede sonug verebilmeli, hem de gtivenilir kantitatif sonuglar sunabilmelidir. Alba-
dalejo ve arkadaslarinin'® cok merkezli calismasinda, toplam 2292 serum 6érneginde
HCV-RNA saptanmasinda Cobas Amplicor sisteminin verimliligi arastinlmis ve bu yon-
tem, ilk versiyon olan ve kapali bir cihaz olmadan kullanilan Amplicor testiyle karsilasti-
rilmistir. Calismada, Cobas Amplicor sisteminin duyarlihk ve 6zgulligi sirasiyla %96 ve
%95 olarak bulunmus ve bu sistemin rutin laboratuvarlarda serum 6rneklerinde HCV-
RNA saptanmasinda kullanilabilecek bir yéntem oldugu sonucuna variimistir'®. Gerken
ve arkadaslari'' da 2000 yilinda yayimlanan calismalarinda, Cobas Amplicor sisteminin
klinik 6rneklerden HCV-RNA saptanmasindaki etkinligini arastirmiglardir. Bu calisma, o
donemde yeni gelistirilmis olan “Cobas Amplicor HCV Monitor Test Version 2.0” ile ger-
ceklestirilmis ve 87 hastaya ait toplam 211 serum 6rnegi ile cahsilmistir. Calisma sonu-
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cunda, testin HCV-RNA kopyasi elde etmedeki verimliligi, dinamik araligi ve tekrarlana-
bilirliginin, bir 6nceki versiyona gére daha iyilestirilmis oldugu sonucuna varilmistir''. Bu
verimlilik artisinda ozellikle amplikon dilisyonu ve amplifikasyon sonrasi saptama basa-
maklarinin otomatize hale getirilmesinin rol oynadigi vurgulanmistir. Bununla birlikte,
HCV-RNA kantitasyonunda, kullanilan PCR teknolojisinden kaynaklanan hata paylari ola-
bilecegine dikkat cekilmistir. Ancak o zamanin kosullari da g6z 6niline alinarak yapilan
degerlendirmede, kontaminasyon riskinin azalmasi, is yuki ve zamandan kazang gibi
faktorler de hesaba katildiginda, mevcut kosullar icinde rutin laboratuvar uygulamalari
icin bu sistemin kullanilabilecegi sonucu cikariimistir.

Yapilan farkh calismalarda elde edilen olumlu sonuglarin da etkisiyle, Cobas Amplicor
sistemi rutin tani laboratuvarlarinda yaygin kullanim alani bulmustur'?13. Ancak gelisen
teknolojiyle birlikte gercek zamanli PCR yontemleri 6zellikle 2000’li yillarda, rutin kulla-
nim icin daha fazla tercih edilen yontemler haline gelmeye baslamistir. 2006 yilinda Sar-
razin ve arkadaslar'®, kronik hepatit C’li hastalara ait 108 serum 6rneginde HCV-RNA
kantitasyonunu Cobas Amplicor, Cobas Tagman ve Versant HCV (bDNA) yontemleriyle
gerceklestirmisler ve nispeten daha yeni bir yontem olan Cobas Tagman sistemiyle elde
edilen sonuclarin, diger yontemlerle elde edilen sonuclarla iyi bir uyum gosterdigini, ba-
zi genotipler icin ise daha ytiksek HCV-RNA diizeylerini saptayabildigini ifade etmislerdir.
Halfon ve arkadaglarinin'’, kronik HCV enfeksiyonlu hastalarin tedavi takibinde gercek
zamanh PCR yontemlerinin etkinligini arastirdiklari calismalarinda, toplam 59 hasta or-
neginde Cobas Tagman ve Abbott “real-time” PCR sistemleri degerlendirilmis ve her iki
ticari sistemin de HCV enfeksiyonlu hastalarin takibinde viral ylik saptanmasi amaciyla
glvenle kullanilabilecegi belirtilmistir. Ayrica, ylksek duyarlliga sahip bu tir “real-time”
PCR yontemlerinin gelistiriimesi nedeniyle, kalitatif HCV-RNA saptama yontemlerinin,
yerini kantitatif testlere birakmasi gerektigi vurgulanmistir'”.

Serum HCV-RNA diizeyinin kantitatif olarak saptanmasinin, antiviral tedavi etkinligi-
nin degerlendiriimesinde vazgecilmez bir yontem haline geldigi, farkh ticari testlerle ger-
ceklestirilen cesitli calismalarda belirtilmistir'8-22, Bu calismalarda varilan ortak sonug,
gercek zamanl PCR yontemlerinin serum HCV-RNA diizeylerinin saptanmasinda tercih
edilmesi gereken yontemler oldugudur. Bizim calismamizda da Cobas Tagman sistemi-
nin HCV enfeksiyonlarinin molekiler tanisinda ve tedavi etkinliginin izlenmesinde gu-
venle kullanilabilecek, pratik ve hizli bir ydntem oldugu sonucuna varilmistir. Ozellikle
fazla miktarda HCV-RNA iceren 6rneklerde, Cobas Tagman real-time PCR sistemi ile Co-
bas Amplicor sistemi arasindaki fark belirgin olarak ortaya konmustur. Bu tiir 6rneklerde
Cobas Tagman sisteminin kullanimi, cok daha ytiksek duyarllikla kantitasyon saglayabil-
mesi nedeniyle daha guvenilir sonuglar vermektedir. Yiiksek diizeyde HCV-RNA iceren
orneklerdeki kantitasyon, 6zellikle tedaviye baglamadan hemen 6nce ve tedavinin ilk ¢
ayindaki siirecte cok dnemlidir'®. Bunun nedeni, her hasta icin en yiiksek HCV-RNA dii-
zeyinin bu donemde olmasi ve s6z konusu donemdeki degisimlerin saptanmasinin teda-
vi etkinliginin anlagilmasinda belirleyici olmasidir. Bu nedenle 6zellikle bu donemdeki se-
rum HCV-RNA kantitasyonunun ¢ok hassas bir sekilde gerceklestirilmesi blyik 6nem ta-
simaktadir.
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Calismamizin verileri, Cobas Tagman sistemiyle elde edilen ortalama HCV-RNA diize-
yinin, Cobas Amplicor sistemi ile elde edilen diizeyden yaklasik 3.7 kat yiksek oldugu-
nu ortaya koymustur. Her ornek icin iki yontemle elde edilen HCV-RNA miktarlar karsi-
lastirildiginda, ozellikle dusiik miktarda HCV-RNA iceren orneklerde, iki yontemle elde
edilen RNA miktarlar arasinda cok fazla fark olmadigi gozlenmistir. Ancak yiksek mik-
tarda HCV-RNA iceren orneklerde, iki yontemle elde edilen HCV-RNA miktarlar arasin-
daki farkin, Cobas Tagman sistemi lehine arttigi gorilmustir. Bu sonuglar, calisma once-
sindeki “real-time” Cobas Tagman sistemiyle daha yuksek diizeyde HCV-RNA saptanabi-
lecegi 6ngorisiini dogrulamistir' /18, Aradaki farkin 3.7 kat gibi fazla bir miktarda olma-
sinin, Cobas Amplicor sisteminde saptanabilen Gst limitin, Cobas Tagman sistemi ile sap-
tanabilen Ust limite gore daha dislk olmasiyla aciklanabilecedi distintlmusgtdr. Antiviral
tedavi etkinliginin izlenmesinde, kullanilan PCR yonteminin saptama araliginin genis ol-
masi blyik avantaj saglamaktadir. Boylece, belirli araliklarla 6lctlen serum HCV-RNA di-
zeylerinin guvenilirligi artmaktadir.

Bu calisma sonucunda, kontaminasyon riskinin az olmasi, uygulama kolayligi, hizl so-
nug¢ alinmasi, is yikd ve zamandan kazancg gibi avantajlar da eklendiginde, Cobas Tag-
man sisteminin giniimuiz kosullarinda rutin laboratuvarlarda HCV-RNA kantitasyonu icin
kullanilabilecek uygun bir secenek oldugu sonucuna varilmistir. Rutin laboratuvar uygu-
lamalarinda, kullanilan mevcut yontemin, duyarlihgi daha yuksek yeni bir yontemle de-
gistirilmesi durumunda, elde edilecek olan kantitatif sonuclarin yorumlama hatasina ne-
den olmamasi icin klinisyenler uyariimalidir. Baslangictaki gecis strecinde, kisa bir siire
icin bile olsa, eski ve yeni yontemin birlikte kullaniimasiyla, kantitasyonda nasil bir fark
olustugu gozlenebilecek ve yorumlama hatalar 6nlenmis olacaktir.
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