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ÖZET

HCV enfeksiyonlarının tanısında ve tanı konmuş hastaların takibinde, hızlı ve güvenilir sonuç veren
yöntemlerin kullanılması gerekmektedir. Bu çalışma, HCV enfeksiyonunun tanısında klinik örneklerden
kantitatif olarak HCV-RNA saptanmasında, Cobas Amplicor sistemi (Roche Diagnostics) ile Cobas Taqman
sistemini (Roche Diagnostics) karşılaştırmak amacıyla yapılmıştır. Çalışmaya, Hacettepe Üniversitesi Eriş-
kin Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuvarına HCV tanısı amacıyla gönderilen 84 serum örneği alın-
mıştır. Bu örneklerin 52 (%61.9)’sinde iki yöntemle de pozitif sonuç elde edilirken, 32 (%38.1) örnekte
iki yöntemle de HCV-RNA saptanamamıştır. Yöntemler arasında uyumsuz sonuç tespit edilmemiştir. Po-
zitif sonuç elde edilen örnekler incelendiğinde, Cobas Amplicor sistemiyle ortalama 822.452 IU/ml HCV-
RNA elde edilirken, Cobas Taqman sistemiyle ortalama 3.069.984 IU/ml HCV-RNA elde edildiği görül-
müştür. Çalışmamızda, Cobas Taqman sisteminin saptadığı HCV-RNA düzeyinin, Cobas Amplicor siste-
minin saptadığı düzeyden yaklaşık 3.7 kat fazla olması nedeniyle, Cobas Taqman sisteminin HCV enfek-
siyonlarının takibinde güvenle kullanılabilecek bir yöntem olduğu sonucuna varılmıştır.
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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 Taqman 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 Taqman system detected an average HCV-RNA of 3.069.984 IU/ml. Since the mean
number of HCV-RNA detected by Cobas Taqman system was 3.7 fold of the average number of HCV-
RNA detected by Cobas Amplicor system, it was concluded that Cobas Taqman 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 Taqman.

GİRİŞ

Hepatit C virusu (HCV) kronik karaciğer hastalıklarının en önemli nedenlerinden biri-
dir1. Bu virusla enfeksiyon, karaciğer kanseriyle sonuçlanabilmesi nedeniyle transplantas-
yon endikasyonu oluşturabilmektedir. Dünya genelinde 170 milyon kişi HCV ile enfekte-
dir. Kan transfüzyonu sonrasında görülen “non-A, non-B” hepatitlerinin %90-95’inden
kan ve kan ürünleriyle bulaşabilen HCV sorumludur2. HCV enfeksiyonlarının tanısında
kullanılan en pratik yöntem kan örneklerinde antikor aranmasıdır. Bu amaçla çeşitli re-
kombinant ve sentetik antijenlerin kullanıldığı ELISA testleri geliştirilmiştir. Bu testler ge-
rek tarama gerekse tanı amacıyla yaygın olarak kullanılmaktadır. Ancak özellikle serokon-
versiyonun kısa sürede saptanmasında bu testler yetersiz kalmaktadır. Bunun yanı sıra
immün sistemi baskılanmış kişilerde de bu testlerin bir faydası olmamaktadır.

HCV enfeksiyonlarının tanısında ve tanı konmuş hastaların takibinde, hızlı ve güveni-
lir sonuç veren yöntemlerin kullanılması gerekmektedir3. Bu amaçla kullanılmakta olan
moleküler yöntemlerde hem viral nükleik asit izolasyonunun, hem de elde edilen nükle-
ik asitlerin çoğaltılarak saptanmasının hızlı bir şekilde yapılması hedeflenmektedir. HCV-
RNA kantitasyonu, immünolojik serokonversiyon öncesinde aktif viremi varlığını ortaya
çıkarması açısından büyük önem taşır. Buna ek olarak HCV-RNA kantitasyonu, antiviral
tedavi etkinliğinin anlaşılabilmesi amacıyla hastaların takibinde kullanılan önemli bir pa-
rametre haline gelmiştir4. Bu çalışmanın amacı, klinik örneklerden kantitatif olarak HCV-
RNA saptanmasında kullanılan bir gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (real-time
PCR) platformu olan Cobas Taqman sisteminin (Roche Diagnostics) performansını test
etmek ve bu sistemi Cobas Amplicor sistemi (Roche Diagnostics) ile karşılaştırmaktır. 

GEREÇ ve YÖNTEM

Klinik Örnekler ve Nükleik Asit İzolasyonu

Çalışmaya, Hacettepe Üniversitesi Erişkin Hastanesi Klinik Mikrobiyoloji Laboratuva-
rına HCV tanısı amacıyla gönderilen 84 serum örneği dahil edildi. Örneklerden nükleik
asit izolasyonu, Cobas Amplicor sistemi için “Magna Pure”, Cobas Taqman sistemi için
ise “High Pure” otomatize izolasyon sistemi ile gerçekleştirildi.

“Magna Pure” sistemi: Bu sistemde, ticari kit (MagNA Pure LC Total Nucleic Acid
Isolation Kit, Roche Diagnostics) içinde bulunan ve sistemin gereksinimlerini içeren re-
aktiflerin, cihazın ilgili pozisyonlarına yerleştirilmesinden sonra, içinde önceden hazırlan-
mış lizis tamponu ve kantitasyon standardı içeren özel kartuşlar (A-ring) üzerine serum
örneklerinden 100’er µl eklendi ve otomatik işlem başlatıldı. Cihaz içerisinde öncelikle,
lizis tamponu içinde bulunan proteinaz K’nın etkisiyle nükleik asitler açığa çıkarıldı. Son-
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rasında, yine lizis tamponu içinde bulunan yüksek tuz konsantrasyonunun etkisiyle nük-
leik asitlerin, karışıma eklenen manyetik boncuklara bağlanması sağlandı. Birkaç yıkama
işlemiyle, manyetik boncuklara bağlanmamış olan maddeler ortamdan uzaklaştırıldı. Da-
ha sonra yüksek ısı etkisi ve tuz konsantrasyonunun düşürülmesiyle birlikte nükleik asit-
ler manyetik boncuklardan ayrılarak saf olarak elde edildi. Tüm bu işlemler cihaz tarafın-
dan otomatik olarak gerçekleştirildi. Cihazın içerisinde, örneklerden otomatik olarak nük-
leik asit izolasyonu yapan bir kısım ile işlemler sonunda örneklerin bekletildiği bir soğut-
ma bloğu mevcuttu. İzolasyon işlemi sona erdiğinde (yaklaşık 2-2.5 saat) bu kısımda
bekletilen kartuşlar alındı ve direkt olarak Cobas Amplicor cihazına yerleştirilip, hedef
nükleik asitlerin çoğaltma işlemine geçildi. 

“High Pure” sistemi: Bu sistemde, “High Pure System Viral Nucleic Acid” kiti kulla-
nılarak, üretici firmanın (Roche Diagnostics) tavsiyeleri doğrultusunda nükleik asit izolas-
yon işlemi manuel olarak gerçekleştirildi. 

HCV-RNA Çoğaltılması ve Kantitasyonu

Nükleik asit izolasyonu sonrasında elde edilen nükleik asitler Cobas Amplicor ve Co-
bas Taqman sistemi kullanılarak çoğaltıldı ve her iki yöntemle elde edilen HCV-RNA dü-
zeyleri karşılaştırıldı.

Cobas Amplicor sistemi: Cobas Amplicor cihazında gerçekleştirilen RT (revers transk-
riptaz)-PCR işleminde HCV Monitor Test kiti (Roche Diagnostics) kullanıldı. Bu amaçla,
üretici firmanın önerileri doğrultusunda PCR karışımları hazırlandıktan sonra tüpler ciha-
za yerleştirildi ve sırasıyla ters transkripsiyon, amplifikasyon ve hibridizasyon işlemleri uy-
gulandı. İşlemin ilk basamağında, biyotinle işaretli primerlerin hedef RNA dizisine bağlan-
ması, RT enzimi ile RNA’dan cDNA sentezi ve daha sonra cDNA’dan milyonlarca kopya
komplementer hedef DNA sentezi gerçekleştirildi. Son aşamada ise, çoğaltılmış ürünler
kantitatif olarak belirlendi. Bunun için, çoğaltılmış olan ürünlere kimyasal denatürasyon
uygulandı. Oluşan tek zincirli DNA’ların üzerine, komplementer oligonükleotid problar
eklenerek biyotinle işaretli amplikon-prob hibridleri oluşturuldu. Daha sonra bu amplikon-
prob hibridine, biyotin varlığından yararlanılarak “avidin-horseradish peroksidaz” konju-
gatı bağlandı. Hidrojen peroksit ve 3,3’,5,5’ tetra metilbenzidin (TMB) içeren substrat so-
lüsyonunun eklenmesiyle, “avidin-horseradish peroksidaz” TMB’yi okside ederek renk de-
ğişikliğine neden oldu. Bu renk değişikliği Cobas Amplicor cihazı tarafından algılanarak
kantitatif olarak rapor edildi. Uygulanan testin kalite kontrolü için, her testte kitle birlikte
verilmiş olan düşük pozitif, yüksek pozitif ve negatif kontroller de kullanıldı.

Cobas Taqman 48 sistemi: İzole edilen nükleik asitler, ayrıca Cobas Taqman 48 ciha-
zında da çoğaltıldı ve saptandı. Bu amaçla üretici firmanın (Roche Diagnostics) önerile-
ri doğrultusunda PCR karışımları hazırlandıktan sonra tüpler cihaza yerleştirildi ve sırasıy-
la ters transkripsiyon, amplifikasyon ve hibridizasyon işlemleri uygulandı. Bu işlemler için
HCV genomunun bütün genotipler için iyi korunmuş bir bölgesi olan 5’-translasyona
uğramamış bölgesi, hedef bölge olarak seçildi. PCR ürünlerinin saptanması amacıyla hid-
roliz probları kullanıldı. TaqMan probları olarak da bilinen bu probların 5’ ve 3’ uçları flo-
rokrom maddelerle işaretlidir (dual labelled probe). Probun 5’ ucunda raportör florok-
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rom, 3’ ucunda ise baskılayıcı florokrom bulunmaktadır. Prob, tek sarmal hale getirilen
hedef bölge üzerinde, primerlerin bağlanma bölgesinin arasında kalan yere bağlanır.
Prob ile hedef bölge arasındaki hibridizasyon devam ettiği sürece raportör florokrom
maddenin sinyal oluşturması, 3’ ucundaki baskılayıcı florokrom madde tarafından engel-
lenir. Primerlerin hedef nükleik aside bağlanmasını takiben başlatılan primer uzaması,
probun bağlandığı noktaya geldiğinde, sentezin devam edebilmesi için TaqDNA polime-
raz enzimi 5’-3’ ekzonükleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ ucundan itibaren yıkmaya
başlar. Böylece raportör florokrom serbest hale geçer ve sinyal oluşturur. Her döngüde
üretilen ürün arttıkça, floresan miktarında artma gözlenir.

BULGULAR

Çalışılan 84 serum örneğinin 52 (%61.9)’sinde her iki PCR yöntemiyle de pozitif, 32
(%38.1)’sinde  ise negatif sonuç elde edilmiş; yöntemler arasında uyumsuz sonuç sap-
tanmamıştır. Her iki PCR yöntemiyle de pozitif sonuç alınan 52 örneğin ortalama HCV-
RNA düzeyleri karşılaştırıldığında; Cobas Amplicor sistemiyle 822.452 IU/ml, Cobas Taq-
man sistemiyle 3.069.984 IU/ml HCV-RNA elde edildiği görülmüştür (Şekil 1). 

İki yöntemle elde edilen HCV-RNA miktarları her örnek için tek tek karşılaştırıldığında,
özellikle yüksek kopya sayılı örneklerde Cobas Taqman sistemiyle elde edilen sayıların da-
ha yüksek olduğu görülmüştür (Şekil 2).
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Şekil 1. Her iki PCR yöntemiyle pozitif sonuç alınan örneklerden (n= 52) elde edilen ortalama HCV-RNA düzey-
leri.



TARTIŞMA

Kronik HCV enfeksiyonu, siroz ve hepatoselüler karsinoma ile sonuçlanabilme riskini
taşıdığı için, halen önemli bir sağlık sorunu olmaya devam etmektedir. Günümüzde HCV
enfeksiyonlarının tedavisinde, interferon-alfa ve ribavirin içeren kombine tedavi şemala-
rı uygulanmaktadır. Başarılı bir tedavi şeması, serum HCV-RNA düzeyinin sıfıra inmesi
olarak tanımlanmaktadır5,6. Ayrıca, tedavinin kesilmesinden sonraki 24 aylık dönemde
de HCV-RNA düzeylerinin sıfırda kalması gerekmektedir. Ancak her hastada tedaviye iyi
bir yanıt alınamamaktadır7,8. İyi yanıt alınamayan hastalarda HCV-RNA düzeyi, tedavi sı-
rasında veya tedavi bitiminden sonra pozitif olarak kalmaktadır. Her iki durumda da, se-
rum HCV-RNA düzeylerinin bilinmesi büyük önem taşımaktadır9. Özellikle antiviral teda-
vi sonrasındaki virolojik relapsların başlangıç aşamasında, düşük serum HCV-RNA düzey-
lerinin saptanabilmesi gerekmektedir. Bu amaçla kullanılacak olan moleküler testler hem
kısa sürede sonuç verebilmeli, hem de güvenilir kantitatif sonuçlar sunabilmelidir. Alba-
dalejo ve arkadaşlarının10 çok merkezli çalışmasında, toplam 2292 serum örneğinde
HCV-RNA saptanmasında Cobas Amplicor sisteminin verimliliği araştırılmış ve bu yön-
tem, ilk versiyon olan ve kapalı bir cihaz olmadan kullanılan Amplicor testiyle karşılaştı-
rılmıştır. Çalışmada, Cobas Amplicor sisteminin duyarlılık ve özgüllüğü sırasıyla %96 ve
%95 olarak bulunmuş ve bu sistemin rutin laboratuvarlarda serum örneklerinde HCV-
RNA saptanmasında kullanılabilecek bir yöntem olduğu sonucuna varılmıştır10. Gerken
ve arkadaşları11 da 2000 yılında yayımlanan çalışmalarında, Cobas Amplicor sisteminin
klinik örneklerden HCV-RNA saptanmasındaki etkinliğini araştırmışlardır. Bu çalışma, o
dönemde yeni geliştirilmiş olan “Cobas Amplicor HCV Monitor Test Version 2.0” ile ger-
çekleştirilmiş ve 87 hastaya ait toplam 211 serum örneği ile çalışılmıştır. Çalışma sonu-
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Şekil 2. Klinik örneklerden HCV-RNA kantitasyonunda Cobas Amplicor ve Cobas Taqman sistemlerinin
karşılaştırılması.



cunda, testin HCV-RNA kopyası elde etmedeki verimliliği, dinamik aralığı ve tekrarlana-
bilirliğinin, bir önceki versiyona göre daha iyileştirilmiş olduğu sonucuna varılmıştır11. Bu
verimlilik artışında özellikle amplikon dilüsyonu ve amplifikasyon sonrası saptama basa-
maklarının otomatize hale getirilmesinin rol oynadığı vurgulanmıştır. Bununla birlikte,
HCV-RNA kantitasyonunda, kullanılan PCR teknolojisinden kaynaklanan hata payları ola-
bileceğine dikkat çekilmiştir. Ancak o zamanın koşulları da göz önüne alınarak yapılan
değerlendirmede, kontaminasyon riskinin azalması, iş yükü ve zamandan kazanç gibi
faktörler de hesaba katıldığında, mevcut koşullar içinde rutin laboratuvar uygulamaları
için bu sistemin kullanılabileceği sonucu çıkarılmıştır. 

Yapılan farklı çalışmalarda elde edilen olumlu sonuçların da etkisiyle, Cobas Amplicor
sistemi rutin tanı laboratuvarlarında yaygın kullanım alanı bulmuştur12-15. Ancak gelişen
teknolojiyle birlikte gerçek zamanlı PCR yöntemleri özellikle 2000’li yıllarda, rutin kulla-
nım için daha fazla tercih edilen yöntemler haline gelmeye başlamıştır. 2006 yılında Sar-
razin ve arkadaşları16, kronik hepatit C’li hastalara ait 108 serum örneğinde HCV-RNA
kantitasyonunu Cobas Amplicor, Cobas Taqman ve Versant HCV (bDNA) yöntemleriyle
gerçekleştirmişler ve nispeten daha yeni bir yöntem olan Cobas Taqman sistemiyle elde
edilen sonuçların, diğer yöntemlerle elde edilen sonuçlarla iyi bir uyum gösterdiğini, ba-
zı genotipler için ise daha yüksek HCV-RNA düzeylerini saptayabildiğini ifade etmişlerdir.
Halfon ve arkadaşlarının17, kronik HCV enfeksiyonlu hastaların tedavi takibinde gerçek
zamanlı PCR yöntemlerinin etkinliğini araştırdıkları çalışmalarında, toplam 59 hasta ör-
neğinde Cobas Taqman ve Abbott “real-time” PCR sistemleri değerlendirilmiş ve her iki
ticari sistemin de HCV enfeksiyonlu hastaların takibinde viral yük saptanması amacıyla
güvenle kullanılabileceği belirtilmiştir. Ayrıca, yüksek duyarlılığa sahip bu tür “real-time”
PCR yöntemlerinin geliştirilmesi nedeniyle, kalitatif HCV-RNA saptama yöntemlerinin,
yerini kantitatif testlere bırakması gerektiği vurgulanmıştır17. 

Serum HCV-RNA düzeyinin kantitatif olarak saptanmasının, antiviral tedavi etkinliği-
nin değerlendirilmesinde vazgeçilmez bir yöntem haline geldiği, farklı ticari testlerle ger-
çekleştirilen çeşitli çalışmalarda belirtilmiştir18-22. Bu çalışmalarda varılan ortak sonuç,
gerçek zamanlı PCR yöntemlerinin serum HCV-RNA düzeylerinin saptanmasında tercih
edilmesi gereken yöntemler olduğudur. Bizim çalışmamızda da Cobas Taqman sistemi-
nin HCV enfeksiyonlarının moleküler tanısında ve tedavi etkinliğinin izlenmesinde gü-
venle kullanılabilecek, pratik ve hızlı bir yöntem olduğu sonucuna varılmıştır. Özellikle
fazla miktarda HCV-RNA içeren örneklerde, Cobas Taqman real-time PCR sistemi ile Co-
bas Amplicor sistemi arasındaki fark belirgin olarak ortaya konmuştur. Bu tür örneklerde
Cobas Taqman sisteminin kullanımı, çok daha yüksek duyarlılıkla kantitasyon sağlayabil-
mesi nedeniyle daha güvenilir sonuçlar vermektedir. Yüksek düzeyde HCV-RNA içeren
örneklerdeki kantitasyon, özellikle tedaviye başlamadan hemen önce ve tedavinin ilk üç
ayındaki süreçte çok önemlidir16. Bunun nedeni, her hasta için en yüksek HCV-RNA dü-
zeyinin bu dönemde olması ve söz konusu dönemdeki değişimlerin saptanmasının teda-
vi etkinliğinin anlaşılmasında belirleyici olmasıdır. Bu nedenle özellikle bu dönemdeki se-
rum HCV-RNA kantitasyonunun çok hassas bir şekilde gerçekleştirilmesi büyük önem ta-
şımaktadır. 
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Çalışmamızın verileri, Cobas Taqman sistemiyle elde edilen ortalama HCV-RNA düze-
yinin, Cobas Amplicor sistemi ile elde edilen düzeyden yaklaşık 3.7 kat yüksek olduğu-
nu ortaya koymuştur. Her örnek için iki yöntemle elde edilen HCV-RNA miktarları karşı-
laştırıldığında, özellikle düşük miktarda HCV-RNA içeren örneklerde, iki yöntemle elde
edilen RNA miktarları arasında çok fazla fark olmadığı gözlenmiştir. Ancak yüksek mik-
tarda HCV-RNA içeren örneklerde, iki yöntemle elde edilen HCV-RNA miktarları arasın-
daki farkın, Cobas Taqman sistemi lehine arttığı görülmüştür. Bu sonuçlar, çalışma önce-
sindeki “real-time” Cobas Taqman sistemiyle daha yüksek düzeyde HCV-RNA saptanabi-
leceği öngörüsünü doğrulamıştır17,18. Aradaki farkın 3.7 kat gibi fazla bir miktarda olma-
sının, Cobas Amplicor sisteminde saptanabilen üst limitin, Cobas Taqman sistemi ile sap-
tanabilen üst limite göre daha düşük olmasıyla açıklanabileceği düşünülmüştür. Antiviral
tedavi etkinliğinin izlenmesinde, kullanılan PCR yönteminin saptama aralığının geniş ol-
ması büyük avantaj sağlamaktadır. Böylece, belirli aralıklarla ölçülen serum HCV-RNA dü-
zeylerinin güvenilirliği artmaktadır. 

Bu çalışma sonucunda, kontaminasyon riskinin az olması, uygulama kolaylığı, hızlı so-
nuç alınması, iş yükü ve zamandan kazanç gibi avantajlar da eklendiğinde, Cobas Taq-
man sisteminin günümüz koşullarında rutin laboratuvarlarda HCV-RNA kantitasyonu için
kullanılabilecek uygun bir seçenek olduğu sonucuna varılmıştır. Rutin laboratuvar uygu-
lamalarında, kullanılan mevcut yöntemin, duyarlılığı daha yüksek yeni bir yöntemle de-
ğiştirilmesi durumunda, elde edilecek olan kantitatif sonuçların yorumlama hatasına ne-
den olmaması için klinisyenler uyarılmalıdır. Başlangıçtaki geçiş sürecinde, kısa bir süre
için bile olsa, eski ve yeni yöntemin birlikte kullanılmasıyla, kantitasyonda nasıl bir fark
oluştuğu gözlenebilecek ve yorumlama hataları önlenmiş olacaktır.
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