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BK virlis (BKV) viral ylk kantitasyonu, bobrek transplant alicilarinda BKV’e bagh gelisen nefropa-
ti ve organ reddinin klinik olarak kontroliinde belirgin role sahiptir. Bu calismada, bobrek transplant
alicllarinda viral ylk tayininde BKV'nin farkli gen bolgelerine yonelik olarak tasarlanan iki farkli gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Rt-PCR) yontemi ile dl¢tilen BKV DNA degerlerinin karsilastiriima-
st ve BKV genotiplerinin belirlenmesi amaclanmustir. iki farkli laboratuvarda (Lab-1 ve Lab-2), bobrek
transplantasyonu yapilmis yetiskin ve cocuk hastalara ait, daha 6nce caligilmis toplam 150 klinik 6rnek
(Lab-1'den 50 hastaya ait 50 plazma 6rnegi, Lab-2'den 58 hastaya ait 50 plazma ve 50 idrar 6rnegi)
calismaya alinmustir. Viral niikleik asit izolasyonu Lab-1 ve Lab-2'de otomatize sistemler (sirasi ile; EZ1,
Qiagen, Almanya ve MagNA Pure 96, Roche Diagnostics, Almanya) ile elde edilmistir. Rt-PCR islemi Lab-
1’de VP-1 gen bdlgesine yonelik primer ve prob dizilerini iceren amplifikasyon karigimi ile Rotor-Gene
(Qiagen, Almanya) cihazinda, Lab-2'de BKV VP-2 gen bdlgesine yonelik primer ve prob dizilerini iceren
amplifikasyon karigimi ile ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, ABD) cihazinda gergeklestirilmistir. BKV
genotipleri, I-IV genotiplerine yonelik primer ve problarla multipleks Rt-PCR ile arastinlmigtir. Her iki Rt-
PCR y6nteminin kalitatif sonuglari arasinda orta derecede uyum saptanmis (k= 0.56, p< 0.001), her iki
laboratuvarda orneklerin 82 (%54.6)'si pozitif, 37 (%24.6)'si negatif bulunmustur. Lab-1 ve Lab-2'de

iletisim (Correspondence): Prof. Dr. Dilek Colak, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal,
07070, Antalya, Tiirkiye. Tel (Phone): +90 242 249 6000/6405-6264, E-posta (E-mail): dcolak@akdeniz.edu.tr



https://orcid.org/0000-0003-0120-3830
https://orcid.org/0000-0002-6786-137X
https://orcid.org/0000-0003-0864-4989
https://orcid.org/0000-0001-9222-8659
https://orcid.org/0000-0001-8808-9182
https://orcid.org/0000-0002-1758-0430
https://orcid.org/0000-0002-8739-0130

BK Viriis (BKV) Kantitasyonunda Kullanilan iki Farkli Gercek Zamanli Polimeraz

Zincir Reaksiyonu Yonteminin Karsilastirmasi ve BKV Genotip Tayini

pozitif érneklerin ortanca viral yiikleri sirasi ile; 4.1 x 10 kopya/ml (aralik: 321-6 x 10%) ve 3.3 x 10°
kopya/ml (aralik: 224-8.3 x 10'°) olarak hesaplanmistir. Her iki Rt-PCR yénteminin kantitatif sonuglarinin
lineer regresyonu incelendiginde; plazma (n= 52) érnekleri icin orta (R?= 0.52, p< 0.001), idrar (n= 30)
érnekleri icin ise yiiksek derecede (R%= 0.88, p< 0.001) korelasyon saptanmistir. Bland-Altman analizine
gore her iki testle pozitif bulunan tiim 6rnekler icin farklarin ortalamasi -0.58 log, , bulunmus olup bu
deger plazma orneklerinde -0.29 log, , idrar 6rneklerinde ise -1.1 log, ,’dur. Tum 6rneklerde Lab-1 6l-
climleri Lab-2'den daha diistk seviyelerdedir. Viral ytk farkinin -1.1 log,; olmasi; Lab-2'nin Lab-1'den
ortalama olarak 1.1 log,, daha yuksek élciim yaptigini gostermektedir. Bu bulguyu destekler sekilde; iki
test arasinda ayni 6rneklerde dlcum farki; %71.9 6rnekte 0.5 log, ,'dan, %29.2 6rnekte ise 1 log, ,"dan
fazla bulunmustur, sadece %28.1 6rnekte sonuclar arasindaki fark klinik olarak kabul edilebilir aralik olan
0.5 log, ,’dan daha az ¢ikmustir. BKV genotiplendirmesi, kopya sayilar yeterli olan her biri farkli hastaya
ait 74 6rnege uygulanabilmis ve genotip | (%81.7), IV (%15.5), Il (%1.4) ve I+IV (%1.4) varligi saptan-
mustir. Genotip IV bulunan hastalarin (n=12), %66.6’sinda 1 log, ,'dan fazla, %83.3’linde 0.5 log, ,'"dan
fazla viral ylk 6lctiim farki tespit edilmis, kantitasyon uyumsuzlugunun en ¢ok genotip-IV hastalarinda ol-
dugu gozlenmistir. Sonug olarak; iki farkl testin sonuglarinin karsilastiriimasi amaglandiginda korelasyon
ve lineer regresyon analizleri yetersiz kaldidi, calisma sonuglarimizda da bu durumun acik¢ca gozlendigi
belirlenmistir. Diinya Saglk Orgiiti’niin gelistirdigi uluslararasi BKV standardi optimize edilinceye dek,
her merkezin hastalarini ayni testle takip etmesi uygun olacaktir. Testlerin klinik korelasyonu, kullani-
lan mevcut testle sinirli kalmaktadir. BKV kantitasyonunun yanhs yapilmasi klinik karari etkilemektedir.
Gergek degerinden distk olciimler hastada BKV nefropatisi gelismesine, yiiksek olctimler ise gereksiz
allogreft biyopsisi yapilmasina ve imminsupresyonun gereksiz yere azaltiimasina yol acarak rejeksiyona
zemin hazirlayacaktir.

Anahtar kelimeler: BK viriis; gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu,; kantitasyon; genotip.
ABSTRACT

BK virus (BKV) viral load quantification has a distinct role in the clinical control of BKV nephropathy
and organ rejection among renal transplant recipients. In this study, it was aimed to compare BKV DNA
measurement values performed with two different real-time polymerase chain reaction (PCR) methods
and to determine BKV genotypes in renal transplant recipients. Totally, 150 clinical samples tested pre-
viously in two different laboratories (Lab-1 and Lab-2) from adult and pediatric renal transplantation
patients were included in the study. Fifty plasma samples of 50 different patients from Lab-1, 50 plasma
and 50 urine samples of 58 different patients from Lab-2 were included in the study. Viral nucleic acid
extraction was performed with automatized systems in Lab-1 and Lab-2 (EZ1, Qiagen, Germany and
MagNA Pure 96, Roche Diagnostics, Germany; respectively;). Real-time PCR procedure was carried out in
Lab-1 with an amplification mixture of primer, probe sequences targeting VP-1 gene region using Rotor-
Gene (Qiagen, Germany) and in Lab-2 with an amplification mixture of primer, probe sequences targe-
ting VP-2 gene region using ABI Prism 7500 (Applied Biosystems, USA). BKV genotyping was performed
with multiplex PCR using primer, probe sequences for BKV genotypes I-IV. In both of the laboratories,
82 (54.6%) of the samples were found as positive, 37(24.6%) samples were found as negative and a
moderate agreement was found between qualitative results of two real-time PCR methods (k= 0.56, p<
0.001). Median viral load values were 4.1 x 10* copies/ml (321-6 x 10°) in Lab-1 and 3.3 x 10° copies/ml|
(224-8.3 x 10'%) in Lab-2 for positive samples. According to the lineer regression analysis of quantitative
results, moderate (R?= 0.52, p< 0.001) and high (R?>= 0.88, p< 0.001) correlation was found for plasma
(n=52) and urine (n=30) samples, respectively. Bland-Altman analysis yielded a mean difference of -0.58
log,, for all samples. For plasma samples mean difference was -0.29 log, ,, while it was -1.1 log, , for urine
samples. In all samples, Lab-1 measurements were lower than Lab-2 measurements. A mean difference
of -1.1 log, , indicated that the measurement values of Lab-2 were more higher than Lab-1 measurments
with an average of 1.1 log, .. Supporting this result, 71.9% of the samples had a measurement differen-
ce more than 0.5 log 10 and 29.2% of the samples had a measurement difference more than 1 log, .
Only 28.1% of the samples were measured within clinically acceptable log difference range (less than
0.5 log,,). BKV genotyping was performed only for 74 different patient samples with sufficient copy
numbers and genotype | (81.7%), IV (15.5%), Il (1.4%), I+IV (1.4%) were detected. When the results
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were compared; 66.6% (n= 12) of the genotype IV samples had more than 1 log, ; and 83.3% of them
had more than 0.5 log,, viral load measurement difference. Correlation and linear regression analyzes
were insufficient for the comparison ofthe results of the two different tests. It will be appropriate for
each center to monitor patients with the same test until the international BKV standard developed by
the World Health Organization is optimized. The clinical correlation of the tests is limited to the currently
used test. The result of incorrect BKV quantification affects the clinical decision. Measurements less than
the actual value will lead to the development of BKV nephropathy, and higher measurements will lead to
unnecessary allograft biopsy and unnecessary reduction of immunosuppression.

Keywords: BK virus; real-time polymerase chain reaction; quantification; genotype.
GIRiS

BK viruis (BKV) Polyomavirus ailesinde yer alan, yaklasik 5000 baz cifti (bp)'nden olu-
san cift sarmal cembersel DNA'ya sahip, ikozahedral kapsitli, zarfsiz, kiicik (40-45 nm
capinda) bir virUstur. Erken, ge¢ ve kodlama yapmayan kontrol bolgesi olmak lzere U¢
gen bolgesi bulunmaktadir. Erken gen bdlgesi buytk T ve kiiclk t antijenlerini; gec gen
bdlgesi ise yapisal kapsit proteinleri olan VP1, VP2 ve VP3 ile yapisal olmayan bir protein
olan agnoproteini kodlamaktadir'. BKV, major kapsit proteini olan VP1’in gen dizisine
gore, farkli prevalans ve cografik dagilima sahip dért genotipe ayrilmaktadir?. Genotip
I'de dort alt grup (la, Ib-1, 1b-2 ve Ic), genotip IV'de ise alti alt grup (IVa-1, IVa-2, IVb-1,
IVb-2, IVc-1 ve IVc-2) tanimlanmustir. Alt grup Ib-2 yeni siniflamada genotip V, Ib-1 ise
genotip VI olarak belirlenmistir®.

BKV primer enfeksiyonu, genellikle asemptomatik veya bir st solunum yolu hastalig
seklinde gecirilmektedir. insidansi 2-5 yas araliginda pik yaptigi icin erken cocukluk do-
neminde solunum veya oral yolla bulastigi diistintilmektedir. Saglkl eriskinlerde bildirilen
BKV seroprevalansi genel olarak %90 civarindadir®>.

Asemptomatik enfeksiyon sonrasinda BKV, en sik uroepitelyal hiicrelerde ikinci siklikta
periferik kanin mononiikleer hiicrelerinde latent olarak kalabilir. immiinkompetan hasta-
larda latent virtise bagh reaktivasyonlar herhangi bir klinik 6nem tagimamaktadir. Ancak
bobrek transplantasyonu, kok hiicre transplantasyonu nedeniyle immdunsupresif tedavi
almakta olan bireylerde reaktivasyon ile gecici viriri ve viremi olusabildigi gibi, allogreft
disfonksiyonu, nefropati, Ureter stenozu ve hemorajik sistit gibi ciddi klinik tablolar da ge-
lisebilir'. Viremi viriiriden yaklagik bir ay sonra gelisir ve viremi éncesinde her zaman viriri
gozlenmektedir. BKV’nin kan dolasimina yayiiminin tiibiler harabiyet sonucu perittbuler
kilcal damarlar yoluyla oldugu diisiiniilmektedir*.

Bobrek transplantasyonu yapilanlarda BKV enfeksiyonu saptandiginda en 6nemli teda-
vi yontemi immunsupresyonun azaltiimasidir, ancak bu azaltma akut rejeksiyon gelisimi
icin risk olusturabilir. Bu nedenle bu donemde hastalarin takibi biiyik 6nem tagimaktadir.
Bobrek transplantasyonu sonrasindaki donemde BKV reaktivasyonuna bagli komplikas-
yonlarin dnlenmesi icin erken tani ve hastalarin gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyo-
nu (Rt-PCR) testi ile monitdrize edilmesi dnerilmektedir®.
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Guniimlzde BKV viral ylkinin saptanmasinda kullanilan Rt-PCR testlerinde heniiz
bir standardizasyon yoktur. Diinya Saglk Orgiitii (DSO)'niin uluslararasi BKV kantitasyon
standardi gelistirme calismasi tamamlanmis olmakla birlikte uygulamaya gecildiginde, bu
standardin farkli yontemler arasi sonuglarin uyumuna ve farkli kurumlarda BKV klinik esik
degerlerinin tanimlanmasina imkan saglayacagi bildirilmektedir’-2.

Ticari ya da laboratuvar tasarimi olsun, farkli Rt-PCR testleri; niikleik asit ekstraksiyon
yontemi, baslangi¢ voliimu, segilen primer ve problar, testin uygulamnim sekli, amplifikas-
yon kosullari gibi nedenlere bagh olarak ayni érnek icin farkli sonuglar verebilmektedir>.

Bu calismada bobrek transplant alicilarinda BKV'nin farkli gen bolgelerine yonelik ola-
rak tasarlanan iki Rt-PCR yontemi ile 6lciilen BKV DNA degerlerinin karsilastirilmasi ve BKV
genotiplerinin belirlenmesi amaclanmustir.

GEREC ve YONTEM

Bu calisma, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu Baskanhgi onayi ile gercekles-
tirildi (Tarih: 26.04.2017 ve Karar no: 247).

Calisma Grubu

iki farkl laboratuvarda (Lab-1, Lab-2) bébrek transplantasyonu yapilmis yetiskin ve
cocuk hastalara ait, daha once calisilmis plazma ve idrar 6rnekleri calismaya alindi. Lab-
1’den 50 hastaya ait 50 plazma 6rnegi, Lab-2’den 58 hastaya ait 50 plazma ve 50 id-
rar ornegi olmak lzere toplam 150 klinik 6rnek test edildi. Arastirma boyunca 6rnekler
-80°C’de sakland!.

Lab-1'de Yapilan Testler

Viral yiik tayini: Viral DNA ekstraksiyonu ticari bir kit (EZ1 Virus Mini Kit, Qiagen, Al-
manya) ve otomatize cihaz (Biorobot EZ1 Advanced, Qiagen, Almanya) kullanilarak tre-
tici firmanin onerileri dogrultusunda 400 pl 6rnekten 60 pl ekstrakt elde edecek sekilde
yapildi. Vats ve arkadaglari tarafindan tanimlanan primer dizileri kullanilarak viristin VP-1
bélgesi icerisindeki 83 bp bélge amplifiye edildi (Tablo 1)°1°. Amplifikasyon asamasinda,
bir BKV negatif kontrol ve kantitasyonun saglanabilmesi icin pBR322 plazmidi icerisine
klonlanan Dunlop susunun tiim dizisini iceren pBKV (ATCC45025) ile, UV spektrofoto-
metre kullanilarak log,, tabanina gére degisen konsantrasyonlarda plazmit iceren beg
standart kullanildi. Internal kontrol olarak, hedef ile ayni tiip icerisinde, gliseraldehit-
3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) geni icinde yer alan bir bélge cogaltildi. Ornek basina
disen reaksiyon karigim toplam hacim 25 pl olacak sekilde; Quantitect Prob PCR Master
Mix (Qiagen, Almanya) ile birlikte Tablo I'de yer alan BKV’ye ve internal kontrole yone-
lik primerler, problar, GAPDH amplikonu ve 5 pl ekstrakt icermekteydi. Amplifikasyon
ve saptama islemi icin Rotor-Gene (Qiagen, Almanya) cihazi kullanildi. PCR dongiisy;
95°C’de 12 dakika bir dongu; 95°C’de 15 saniye, 60°C’de 1 dakika ve 40°C’de 1 dakika-
dan olusan 45 dongu olarak uygulandi. Testin analitik duyarlihgr ve saptama limiti 300
kopya/ml (2.5 log kopya/ml) olarak belirlendi.
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Tablo I. Lab-1 ve Lab-2’de BKV Viral Yiik Tayini ve BKV Genotip Tayininde Kullanilan Primer ve Prob

Dizileri

Birim Primer-Prob Dizi
Lab-1 Rt-PCR BK-F 5’-TGA TAG CCC AGA GAG AAA AAT GC-3’
BK-R 5’-TCC ACA GGT TAG GTC CTC ATT TAA A-3’
BK-P 5’-FAM-TTA CAG CAC AGC AAG AAT TCC CCT CCcC-
TAMRA-3’
IC-GAPDH-F 5-GAA GAT GGT GAT GGG ATT TC-3/
IC-GAPDH-R 5’-GAA GGT GAA GGT CGG AGT-3/
IC-GAPDH-P 5’-joe-CAA GCT TCC CGT TCT CAG CC-BHQ-3’
Lab-2 Rt-PCR BK-F 5’-ATG GGT GCT GCT CTA GCA CTT T-3'
BK-R-1 5'-GGA TGC AAT TTG AAC TTC TAT GGC-3'
BK-R-2 5’-GGA TGC AAT TTG AAC TTC TAT AGC AG-3’
BK-P 5'-FAM-CAG TGT ATC TGA GGC TG-MGB-3’
IC-PhHV-F 5’-GGG CGA ATC ACA GAT TGA ATC-3’
IC-PhHV-R 5’-GCG GTT CCA AAC GTA CCA A-3’
IC-PhHV-P 5’-Cy5-CGC CAC CAT CTG GAT-BBQ-3’
Lab-2 Multipleks Rt-PCR BK-Tip1-F 5’-TAA CCT TCA TGC AGG GTC ACA A-3'
BK-Tip1-R 5’-CTCCACCAACAGCAAARAAGTG-3'
BK-Tip1-P-1 5'-FAM-AGTGCATGAGCATGG-MGB-3’
BK-Tip1-P-2 5'-TACATGAGCATGGTGGA-3'
BK-Tip2-F 5’-GGT AGA TGC TAT AAC AGA GGT AGA ATG C-3’
BK-Tip2-R 5’-TGT CTG GGC TAT CAC TsT CAA AGG-3'
BK-Tip2-P 5’-VIC-CAG TTA GCT TTA GAC TAT A-MGB-3’
BK-Tip3-F 5’-GGT AGA TGC TAT AAC AGA GGT AGA ATG C-3’
BK-Tip3-R 5’-TGT CTG GGC TAT CAC TsT CAA AGG-3’
BK-Tip3-P 5’-VIC-AsT TAG GTG CTG ACT ATA G-MGB-3’
BK-Tip4-F 5’-ACT GGG GTA GAT GCT ATA ACA GAA GTA GA-3’
BK-Tip4-R 5-TGG GCT ATC ACT sTC AAA GGC AG-3’
BK-Tip4-P 5’-FAM-CAG CAG TTA GTC TTA GAC T-MGB-3’

F: ‘Forward (ileri)’, R: Revers, P: Prob, IC: Internal control, GAPDH: Gliseraldehit-3-Fosfat dehidrogenaz,

PhHV: ‘PhocineHerpesvirus (Fokherpesviris)'.

Lab-2'de Yapilan Testler

Viral yiik tayini: Viral DNA ekstraksiyonu ticari bir kit (MagNA Pure 96 DNA-Viral NA
Small Volume Kit, Roche Diagnostics, Almanya) ve otomatize cihaz (MagNA Pure 96
System, Roche Diagnositcs, Almanya) kullanilarak Uretici firmanin 6nerileri dogrultusun-
da 190 pl 6rnekten 100 pl ekstrakt hacmi elde edilecek sekilde yapildi. Fok herpesvirtsu
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(Phocine Herpesvirus-PhHV) iceren internal kontrolden 10 pl klinik 6rnege eklendi. Vi-
riisiin VP-2 bélgesi icerisindeki 131 bp bélge amplifiye edildi (Tablo 1)!!. Amplifikasyon
asamasinda, bir BKV negatif kontrol ve kantitasyonun saglanabilmesi icin bes spesifik
kantitasyon standardi kullanildi. Ornek basina diisen reaksiyon karisimi toplam hacim 50
ul olacak sekilde; “TagMan Universal Master Mix (Applied Biosystems, Amerika Birlesik
Devletleri)” ve 1 pl (5 mg/ml) sigir serum albumin (Roche Diagnostics, Almanya) ile
birlikte Tablo I'de yer alan BKV’ye ve internal kontrole yonelik primerler, problar, PhHV
amplikonu ve 20 pl ekstrakt icerecek sekilde hazirlandi. Amplifikasyon ve saptama islemi
icin ABI PRISM 7500 (Applied Biosystems, ABD) cihazi kullanildi. PCR; 50°C’de 2 dakika,
95°C’de 10 dakikay: takiben 42 dongi; 95°C 15 sn ve 60°C’de 1 dakika seklinde uygu-
landi. Testin analitik duyarlihgi ve saptama limiti 100 kopya/ml (2 log kopya/ml) olarak
belirlendi.

BKV genotip tayini: Farkli genotipler icin gerekli primer ve problar eklenerek (VP-1
gen bolgesine yonelik), Rt-PCR ile ayni protokolde multipleks Rt-PCR yapildi. Testin sap-
tama limiti 1000 kopya/ml (3 log kopya/ml) olarak saptandi (Tablo I)'".

istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS Version 22.0 programi kullanildi. iki Rt-PCR testi
arasindaki kalitatif uyumun arastirimasinda McNemar testi kullanilarak kappa degeri (K)
hesaplandi. Kantitatif sonuglar korelasyon, lineer regresyon ve Bland-Altman testleri ile
analiz edildi. Normal dagiim &lciimii icin Shapiro-Wilk testi uygulandi. istatistiki deger-
lendirmede p< 0.05 olmasi anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Her iki laboratuvarda tim orneklerin (n= 150) 82 (%54.6)'si pozitif, 37 (%24.6)'si
negatif bulunmustur. Toplam 31 (%20.6) 6rnekte (21 plazma, 10 idrar) uyumsuz sonug
elde edilmistir (Tablo II). Her iki Rt-PCR yonteminin kalitatif sonuclari arasinda orta dere-
cede uyum saptanmigtir (k= 0.56, p< 0.001). Her iki laboratuvarda plazma 6rneklerinin
(n=100) 52 (%52)'si pozitif, 27 (%27)’si negatif bulunmustur (k= 0.56, p< 0.001). Yirmi
bir (%21) plazma érneginde uyumsuz sonug elde edilmistir. idrar &rnekleri icin (n= 50),
her iki laboratuvarda 6rneklerin 30 (%60)’u pozitif, 10 (%20)'u negatif bulunmustur (k=
0.54, p< 0.001). On (%20) idrar 6rneginde uyumsuz sonug elde edilmistir (Tablo II).

Tablo Il. Lab-1 ve Lab-2’ye Ait BKV Kantitatif Rt-PCR Sonuglari

Lab-1
Pozitif Negatif
Testler Plazma idrar Plazma idrar Toplam
Pozitif 52 30 19 10 111
Lab-2
Negatif 2 0 27 10 39
Total 54 30 46 20 150

BKV: BK viriis, Rt-PCR: Gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu.
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Her iki Rt-PCR yonteminin kantitatif sonuclarinin logaritmalarinin lineer regresyonu
incelendiginde; plazma (n= 52) 6rnekleri icin orta derecede (R?= 0.52, p< 0.001, y=
0.77x+1.3), idrar (n= 30) 6rnekleri icin ise yiiksek derecede (R?= 0.88, p< 0.001, y=
0.87x+1.87) korelasyon saptanmistir (y= Lab-2, x= Lab-1).

Her iki laboratuvarda pozitif saptanan tim ornekler, pozitif saptanan plazma ornekleri
ve pozitif saptanan idrar 6rnekleri icin viral ylik ortanca degerleri arasinda laboratuvarlar
arasi anlamli bir fark goriilmemekle birlikte; sonuclar tek tek incelendiginde 6zellikle idrar
ornekleri basta olmak Uzere, Lab-2'de Lab-1'e gore daha yiiksek dlctimler oldugu goz-
lenmistir (Tablo I1I).

Her iki laboratuvarda pozitif bulunan 82 6rnegin viral yik ol¢ctimlerinin logaritmik de-
gerlerinin ortalamalarina kargi farklarinin dagihimi Bland-Altman grafiginde gosterilmis-
tir (Sekil T). Ortalama fark; butun érnekler icin -0.58 log, , kopya/ml (standart sapma=
0.94), plazma 6rnekleri icin -0.29 log, , kopya/ml (standart sapma= 0.91), idrar 6rnekleri
icin -1.7 log, , kopya/ml (standart sapma= 0.78) olarak bulunmustur ($ekil 1).

iki laboratuvar arasindaki 6lciim farki; 24 (%29.2) érnekte 1 log,,'dan fazla (ortanca
1.63 log, , kopya/ml; aralik 1.07-3.21), 59 (%71.9) érnekte ise 0.5 log, ,'dan fazla (ortan-
ca: 0.84, aralik: 0.51-3.21) bulunmustur.

Tablo IlI. Pozitif Bulunan Tiim Orneklerin, Plazma Grneklerinin ve Idrar rneklerinin Lab-1 ve Lab-2’deki

Ortanca Viral Yiik Degerleri
Lab-1 Viral yiik ortanca Lab-2 Viral yiik ortanca

Pozitif 6rnekler Test Birimi deger (aralik) deger (aralik)

Tiim 6rnekler Kopya/ml log, , 4.1 x 10* (321-6 x 10%) 3.3 x 10° (224-8.3 x 10'9)
(n=82) kopya/ml 4.61 (2.51-9.78) 5.52 (2.35-10.92)
Plazma Kopya/mllog,,  2.2x10*(321-1.6 x 107) 8 x 10* (224-1.2 x 10%) 4.90
(n=52) kopya/ml 4.34 (2.51-7.20) (2.35-8.10)

idrar Kopya/ml log, 1.1 x 10° (461-6 x 10°) 1.1 x 107 (2691-8.3 x 10'%)
(n=30) kopya/ml 6.05 (2.66-9.78) 7.04 (3.43-10.92)

Biltiin drnekler Plazma idrar

4 44 4
3 34 3

8 . & 24 . &2

4 f T 1% ﬁ: ;,ﬂ%'o. ] 2,

: * AT = =

3o 28 000 .Y Gl o a2 40

g o &ﬂﬁ,nvt‘;“‘ 2‘1 =.~" : E 1

& 24 ast ¥ o - g2 . 208 g2
3 % 3 3
R RN E IR ET 0012345678901 0012345678010

Ortalama (Lab-1,Lab-2) Ortalama (Lab-1,Lab-2) Ortalama (Lab-1,Lab-2)

Sekil 1. Her iki laboratuvarda pozitif bulunan 82 érnegin (52 plazma ve 30 idrar) viral yiik dlciimlerinin
logaritmik degerlerinin ortalamalarina karsi farklarinin dagiiminin incelendigi Bland-Altman grafikleri. Kesikli
cizgiler ortalama ve + 1.96 uyum sinirlarini gostermekte, diiz cizgiler ortalamadan 1 log,, kopya/ml farki
gostermektedir.

MiKROBiYOLOJi BULTENi 291




BK Viriis (BKV) Kantitasyonunda Kullanilan iki Farkli Gercek Zamanli Polimeraz
Zincir Reaksiyonu Yonteminin Karsilastirmasi ve BKV Genotip Tayini

Tablo 1V. Saptanan BKV Genotipleri

BKV Genotipleri Lab 1 n (%) Lab 2 n (%) Tam ornekler n (%)
Genotip | 25 (80.7) 33 (82.5) 58 (81.7)
Genotip Il 13.2) 0 (0) 1(01.4)
Genotip Il 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Genotip IV 56.1) 6 (15) 11 (15.5)
Genotip I+IV 0 (0) 1(2.5) 1(1.4)
Toplam 31 (100) 40 (100) 71 (100)

BKV: BK virts.

BKV genotiplendirmesi, kopya sayilari yeterli olan her biri farkli hastaya ait 74 6rnekte
yapilmistir. U¢ 6rnekte tiplendirme yapilamamustir. Yetmis bir farkli hastada saptanan ge-
notipler Tablo IV'te gosterilmistir. Tium 6rnekler arasinda; genotip IV bulunan hastalarin
(n=12), %66.6’sinda 1 log, ,'dan fazla, %83.3"linde 0.5 log, ,'dan fazla viral yiik 6l¢tim
farki saptanmugtir.

TARTISMA

Bu calismada, BKV'nin farkli gen bdlgelerini hedefleyen iki farkh Rt-PCR yontemi-
nin klinik orneklerde BKV kantitasyonu acisindan karsilastiriimasi ve BKV genotip tayini
amaclanmustir. iki Rt-PCR yénteminin kalitatif sonuglari arasinda orta diizeyde uyum bu-
lunmustur. Analitik duyarliidi daha iyi olan Lab-2 testi ile daha fazla pozitiflik saptan-
mistir. Kalitatif degerlendirmede uyumsuz 6rneklerin cogunlugunu plazma 6rneklerinin
olusturdugu gériilmistir. idrara gére plazmada daha diisiik BKV viral yiik degerleri-
ne rastlandigi icin, plazmadaki ufak viral yuk farkhhklari kalitatif sonuclar daha yiiksek
oranda etkilemektedir'2. Kantitatif sonuclar korelasyon ve lineer regresyon analizi ile
incelenmis; plazma 6rnekleri icin orta, idrar 6rnekleri icin yiiksek derecede korelasyon
saptanmistir. Korelasyon ve lineer regresyon analizleri iki deger arasinda sadece dogru-
sal iliskiyi degerlendirmekte ve iki yontem arasinda yuksek korelasyon olmasi sonuclarin
uyumlu oldugu anlamina gelmemektedir. iki farkl testin sonuglarinin birbirlerine yakinlik
derecesinin arastirilmasinda Bland-Altman analizi olarak tanimlanan; iki testten elde edi-
len 6lctimlerin ortalamalarina karsi farklarinin dagihm grafiginin cizilmesi gerekmektedir.
Sundugumuz caligmada her iki Rt-PCR sonuclari arasinda korelasyon ve lineer regresyon
analizlerine gére uyum saptanmakla birlikte; Bland-Altman analizine gore her iki testle
pozitif bulunan tim 6rnekler icin ortalama fark -0.58 log, , bulunmakta, plazma 6rnek-
lerinde kantitatif sonuglar daha uyumlu bulunurken (ortalama fark -0.29 log, ), idrar
orneklerinde fark artarak -1.1 log,, degerine ulasmaktadir. Tum 6rneklerde Lab-1 &l-
climleri Lab-2’den daha dislk seviyelerde gozlenmistir. Ortalama viral yik farkinin -1.1
log,, olmasi; Lab-2nin Lab-1’den ortalama olarak 1.1 log, , daha yiiksek Slcim yaptigini
gostermektedir. Bu bulguyu destekler sekilde; iki test arasinda ayni érneklerde 6l¢im
farki; %71.9 ornekte 0.5 Iogm’dan, %29.2 ornekte ise 1 Iogm’dan fazla bulunmustur,
sadece %28.1 ornekte sonuclar arasindaki fark klinik olarak kabul edilebilir aralikta (0.5
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log,,'dan daha az) saptanmistir. iki farkli testin sonuclarinin karsilastiriimasi amaclandi-
ginda korelasyon ve lineer regresyon analizleri yetersiz kalmaktadir, calisma sonuglari-
mizda bu durum agik¢ca gorilmektedir. BKV'nin VP1 basta olmak lzere, blyuk T antijen,
kicuk t antijen, VP2 gibi farkli gen bolgelerine yonelik hem ticari hem de laboratuvar
tasarimi Rt-PCR yontemleri bulunmaktadir. Farkli gen bolgelerinin hedeflendigi BKV Rt-
PCR yontemlerinin karsilastinldigi caismalara benzer sekilde bu calismada da sonuclar
arasinda uyumsuzluklar saptanmistir'3.

Amerikan Transplantasyon Dernegi‘nin 2009’da yayinlanan rehberinde, kanit diizeyi
disuk olsa da; renal transplant alicilarinin plazma BKV niikleik asit testleri (NAT) ile izlemi
onerilmekte, 10* kopya/ml {izerindeki viral yiik degerlerinin BKV iliskili nefropati agi-
sindan 6nemli oldugu belirtilmektedir'#. Ancak BKV NAT’ta heniiz bir standardizasyon
saglanamamis olmasi arastirmalarda farkli sonuglar karsimiza ¢ikarmaktadir. Hassan ve
arkadaslarinin calismasinda'®; biyopsi ile BKV iliskili nefropati tanisi alan 31 hastanin 11
(%35)’inde viral yiik diizeylerinin 10* kopya/ml altinda oldugu bildirilmistir. Ruangkanc-
hanasetr ve arkadaslari'® ise in situ hibridizasyon yéntemi ile BKV iliskili nefropati tanisi
alan bir hastada BKV viremisi saptanmadigini rapor etmislerdir. Hayden ve arkadaglarinin
calismasinda'’ secilen hedef genin biiyiik T olmasi durumunda ayni 6rneklerde yapilan
6lcumlerin ortalama viral yikleri arasinda anlamli farklar (2.70-7.20 log, ;) oldugu ve
VP-1 genine yonelik testler ile daha yliksek degerler saptandigi bildirilmistir. Fransa’da
cok merkezli bir calismada klinik 6rneklerin ancak %68’inde 6l¢limler arasi farkin 0.5
log,,’dan ki¢lk oldugu, %32 ornekte Glgcimler arasinda 1.32-5.55 log,, fark bulun-
dugu vurgulanmistir'®, Tan ve arkadaslarinin, VP-1 gen bolgesine yonelik laboratuvar
tasarimi BKV Rt-PCR ve buyiik T antijen gen bolgesine yonelik Altona Realstar BKV ticari
kitini karsilastirdiklar calismalarinda; iki test arasindaki ortalama viral yik 6l¢cim farkinin
Bland-Altman analizlerine gore -0.7 log,, kopya/ml oldugu, Altona Realstar BKV ticari
kiti ile daha dustk olcimler yapildigi belirtilmistir. Bunun yani sira uluslararasi standart
kullanimi ile degerler IU/ml olarak kalibre edildiginde ortalama farkin -0.1 log, , kopya/
ml’ye kadar geriledigini g6ézlemlemislerdir’. Diger yandan, Bateman ve arkadaslar'®,
dijital PCR yontemi ile yaptiklari calismada, hedef olarak BKV’nin biyiik T bolgesi se-
cildiginde VP-1 bolgesine gére DSO standardi ile yaklasik dort kat daha disiik 6l¢iim
yapildigini belirterek, DSO standardindaki alt popiilasyonlarin biiyiik T bélgesinde deles-
yonlara yol actigini yeni nesil dizileme yontemi ile gostermiglerdir. Tim bu calismalarin
sonuglari, bizim sonug¢larimizla birlikte; farkli BKV Rt-PCR testleri arasinda heniiz tam bir
standardizasyon saglanamadigini, DSO’niin hazirladigi standardin da gelistirilmesi ge-
rekliligini ortaya koymaktadir. Bu durumda; testler arasinda standardizasyon saglanana
kadar, BKV viral yuk artiginin takibinin ayni Rt-PCR yontemi ile yapilmasi 6nemini koru-
maktadir. Testlerin klinik korelasyonu, heniiz mevcut kullanilan testle sinirli kalmaktadir.
Viral yiik 6lcimlerindeki degiskenliklerin sebepleri; kullanilan 6rnek matriksi, 6rnek mik-
tari, nukleik asit ekstraksiyon yontemi, primer ve problarin secimi, hedefin amplifikasyon
glicii, kullanilan standart ve kontroller arasindaki farkliliklar olabilmektedir'*2%21,
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Tiim diinyada BKV genotip Iin en sik saptanan genotip oldugu bilinmektedir?2. Ulasi-
labildigi kadarti ile, Gilkemizde BKV genotip tayini agisindan en yuksek olgu sayisina sahip
olan calismamizda bobrek transplantasyonu yapilan hastalarda BKV genotip | (%81.7),
IV (%15.5), Il (%1.4) ve | + IV (%1.4) saptanmustir. Hicbir 6rnekte genotip Ill saptan-
mamistir. Ulkemize ait érneklerde BKV genotiplendirmesinin yapildigi iki calismadan
birinde; alti idrar 6rnegi incelenmis, bes 6rnekte genotip V (eski siniflamada genotip Ib-
2) ve bir 6rnekte genotip la saptanmistir?®. Diger calismada ise 13 yasinda bobrek trans-
plant hastasinda BKV Afrika varyanti bildirilmistir?*. Calisma sonuclarimiz incelendigin-
de; kantitasyon uyumsuzlugunun yiizde olarak en ¢ok genotip-IV belirlenen hastalarda
oldugu gozlenmistir. Rt-PCR testleri arasindaki kantitasyon uyumsuzluklarinin, 6zellikle
genotip-IV varliginda olabilecegi bildiriimektedir®. Solis ve arkadaslari'® laboratuvarlar
arasi uyumsuzluklarda BKV genotiplerinin 6nemli olabilecegini, kendi calismalarindaki
uyumsuzlukdan BKV genotip Il ve genotip IV'deki polimorfizmler dolayisi ile hedef gen
ile primer-prob uygunsuzlugunun sorumlu oldugunu belirtmektedirler. Yapilan diger
arastirmalarda da BKV genomundaki nadir sekans polimorfizmlerine bagli olarak BKV
saptama duyarliliklarinin azaldigi ve hatta viral ylk kantitasyonunun etkilendigi belirtil-
mektedir?,

Bu calisma ile ilgili bulgularimiz sadece laboratuvar tasarimli iki Rt-PCR yontemi icin
sinirh olmaktadir. Hedef genlerde ve genotiplerde dizi analizi yapilamamistir. Diger la-
boratuvarlarda kullanilan farkli gen boélgelerini hedefleyen, farkh ekstraksiyon ve amp-
lifikasyon-saptama cihazlari ile gerceklestirilen gerek ticari, gerek laboratuvar tasarimli
yontemlerde sonuclar degisiklik gosterebilir. Daha fazla 6rnek sayisinin incelenmesi ve
genotip dagihminin dizi analizi ile desteklenmesi ve laboratuvarlar arasi sonuclarin kar-
silastinlabilmesine olanak saglayarak hasta 6rneklerini en dogru sekilde yansitacak ulus-
lararasi bir standardin uygulamaya konulmasi gerekliligi bulunmaktadir.

Sonug olarak; sunulan calismada iki farkh hedefe yonelik BKV Rt-PCR testi arasinda
kalitatif olarak orta derecede korelasyon g6zlenmis, drneklerin ancak %28.1’inin sonug-
lari arasinda kantitatif olarak kabul edilebilir bir l¢tim farki saptanmigtir. DSO’niin gelis-
tirdigi uluslararasi BKV standardi optimize edilinceye dek, her merkezin hastalarini ayni
testle takip etmesi uygun olacaktir. BKV kantitasyonunun yanlis yapilmasi klinik karari
etkilemektedir. Gercek degerinden diistk 6lciimler hastada BKV nefropatisi gelismesine,
yuksek olclimler ise gereksiz allogreft biyopsisi yapilmasina ve immunsupresyonun ge-
reksiz yere azaltilmasina yol acarak rejeksiyona zemin hazirlayacaktir.

TESEKKUR

Yayin yazarlari olarak, bu calismaya katkilarindan dolayi Annelies Riezebos-Brilman ve
Lilli Rurenga-Gard’a tesekkiirlerimizi sunariz.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar bu makale ile ilgili herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemislerdir.
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