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OzZET

Bu calismada Cobas Amplicor HCV Monitor (Roche Diagnostics, ABD) ile Real Art HCV RG PCR testinin (Artus GmbH, Almanya)
HCV kantitasyonundaki performanslarinin karsilastirimasi amaglandi. Calismaya HCV RNA kantitasyonu amaci ile laboratuara
gdnderilen kronik HCV infeksiyonlu 70 hastaya ait kan érnegi alindi. Ornekler iki farkli yéntem ile incelendi ve sonuglar karsilastirildi. Real
Art HCV testinin tekrarlanabilirliginin degerlendiriimesi amaci ile alti 6érnek farkli testlerde, alti 6rnek ayni test igerisinde cift calisild.
iki 6rnegin 1/10, 1/100, 1/1000 ve 1/10000 sulandirimlari hazirlanarak kantitasyonu yapildi. Cobas Amplicor ile 21 érnek, RealArt
HCV RG PCR ile 35 6rnek 500.000 IU/ml altinda bulundu. Negatif degerler ¢ikartilarak yapilan Spearman korelasyon testinde iki
sistem sonuglari arasinda korelasyon olmadigi gézlendi (korelasyon katsayisi:0.309). Cobas Amplicor ile 500.000 IU/ml altinda
bulunan degerler ile RealArt HCV RG RT PCR testindeki degerler karsilastiriidiginda logaritmik farkin 0.1 ile 1.3 (median 0.7,
ortalama 0.7) arasinda degistigi gézlendi. RealArt HCV RG RT PCR ydnteminde ayni test igindeki logaritmik fark 0.01 ile 0.07
arasinda ve farkli testlerde caligilan ayni 6rneklerde ise logaritmik fark 0.04 ile 0.3 arasinda saptandi. Wilcoxon testi ile bu
orneklerin sonuglari arasinda anlamli bir fark olmadigi saptandi (z=0.178, p=0.859). Yapilan sulandirim ¢alismalarinda, viral yikteki
azalmanin dogrusallik gosterdigi gozlendi. Sonuglar, RealArt HCV testinin tekrarlanilabilirligi ylksek ve kantitasyona uygun bir
yontem oldugunu gostermistir. Ancak iki test arasinda kantitasyonda bir korelasyon olmadidi gézlenmis bu da hasta izleminde farkl
testlerden elde edilen sonuglarin birbirine gevriimesinin uygun olmadigini géstermistir.

SUMMARY

The aim of the study is to compare the performance of Cobas Amplicor HCV RNA v2.0 (Roche Diagnostics, ABD) with Real Art
HCV RG RT PCR (Artus GmbH, Germany) in quantitation of HCV RNA. 70 serum samples of patients with chronic hepatitis C that
were admitted to the laboratory for HCV RNA quantitation were included in the study. Samples were tested by two different methods
and the results were compared. To assess the reproducibility of the test, 6 serum samples were tested in different runs and another
six samples in the same run in duplicate. 1/10, 1/100,1/1000 and 1/10000 dilutions of serum samples were also quantitated. Twenty-one
samples with Cobas Amplicor and 35 samples with rotorgene were below the level of 500.000 IU/ml. Spearmen correlation test showed no
correlation between the two assays when negative samples were excluded (correlation coefficient= 0.309). The logarithmic difference
between the Cobas Amplicor System and HBV Monitor Realart HCV PCR test ranged between 0.1 and 1.3 (median 0.7, mean 0.7).
For the same samples tested in different runs and in the same run logarithmic differences were 0.04,0.3 and 0.01,0.07 respectively.
Difference between these results was not significant by Wilcoxon test (z=0.178, p=0.859). In diluted samples regresion in viral load
was linear. RealArt HCV RG RT PCR is a reproducible assay with a wide dynamic range of HCV RNA quantitation. Because of the
lack of correlation between two assays it is not appropriate to convert the test results of different methods for follow up a patient.



Altuglu ve ark.

GiRiS
Hepatit C virisi (HCV) kronik viral hepatitlerin en 6nemli
etkenlerinden biridir. Persistan HCV infeksiyonu, hafif kara-
ciger hasarindan siroz ve hepatoselliler karsinoma iler-
leyen ciddi kronik hepatite kadar farkli tablolar ile iligki-
lidir (1, 2). Hepatit C virlsl infeksiyonunda antiviral teda-
vinin etkinliginin degerlendiriimesinde yararl iki énemli
viral gésterge HCV genotip ve viral yuktur (3). Tedavi
oncesi viral yuk ve erken donemde HCV RNA dizey-
lerindeki dedgisiklikler antiviral tedaviye kalici yanit ile
iliskilidir. Tedavinin 12. haftasinda viral yikte 2 logio’dan
daha az bir dustsun yanitsizlik i¢in bir gésterge oldugu
dusunllmektedir (4).

Hepatit C virisi RNA kantitasyonunda ticari pekgok yoén-
tem bulunmaktadir. Bu testler temel olarak sinyal ampli-
fikasyon (bDNA) veya ‘reverse—transcription’ polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PCR) temelli testlerdir (5). Kalitatif
testler ile daha ylksek duyarlilik elde edilmektedir. Bu
nedenle duyarliliklari kalitatif testler ile benzerlik goste-
ren kantitatif testlere gereksinim vardir.

Yakin donemlerde kantitatif, floresan temelli ve farkli for-
matlarda gercek zamanli PCR testleri gelistirilmistir. Bu
testler olduk¢a duyarli, genis dinamik araliga sahip ve
HCV genotiplerinin godunu saptayabilen testlerdir (6-8).
Gercek zamanh PCR, kullanim kolaylidi ve genis dina-
mik aralik gibi avantajlari nedeniyle tanisal viroloji labo-
ratuvarinda klasik PCR’nin yerini almak tzeredir. Ancak
gecerlilik, guvenilirlik ve standardizasyon sorunu vardir.
Bu nedenle daha 6énce kullaniimakta olan sistemlerle
karsilastirmali galismalara gereksinim vardir. Bu calig-
mada Cobas Amplicor HCV Monitor (Roche Diagnostics,
ABD) ile Rotorgene Real-Time DNA Detection System
(Corbett Research,Australia) icin Uretilmis RealArt HCV
RG PCR (Rg) testinin (Artus, Almanya) HCV kantitas-
yonundaki performanslarinin karsilastirlmasi amagclandi.

GEREG VE YONTEM

Calismaya HCV RNA kantitasyonu amaci ile labora-
tuvara gonderilen kronik HCV infeksiyonlu 70 hastaya ait
kan érnegi alindi. Oreklerden test éncesi ticari bir ekstrak-
siyon kiti (Qiagen Inc., Kanada) ile niukleik asit izolas-
yonu yapildi. Ornekler Cobas Amplicor Monitor test v2.0
(Roche Molecular Systems, ABD) ve RealArt HCV RG
RT PCR testi (Artus GmbH, Almanya) ile incelendi ve
sonuglar karsilastirildi. Real Art HCV testinin tekrarlana-

bilirliginin degerlendiriimesi amaci ile alti 6rnek farkh
testlerde, alti 6rnek ayni test igerisinde gift kez incelendi.
ki 6rnegin 1/10, 1/100, 1/1000 ve 1/10000 sulandirimlari
hazirlanarak kantitasyonu yapildi.

BULGULAR

RealArt HCV RG RT PCR ile éreklerin 27'si 5X10°
IU/ml ile 4x10° 1U/ml arasinda, sekizi negatif olarak
saptandi. Cobas Amplicor ile 6rneklerin 401 500.000
IU/ml Gzeri, dokuzu negatif olarak saptandi. Cobas
Amplicor ile 21 6rnek, Realart HCV RG RT PCR ile 35
o6rnek 500.000 IU/ml altinda bulundu. Her iki sistemde
elde edilen sonuglarin karsilastiriimasi Sekil 1°de goste-
rilmektedir. Negatif degerler ¢ikartilarak yapilan Spear-
man korelasyon testinde iki sistem sonuglari arasinda
korelasyon olmadigi gézlendi (korelasyon katsayisi: 0.309).

Cobas Amplicor ile 500.000 IU/ml altinda bulunan deger-
ler ile RealArt HCV RG RT PCR testindeki degerler kar-
silastirildiginda logaritmik farkin 0.1 ile 1.3 (median 0.7,
ortalama 0.7) arasinda degistigi gézlendi.

RealArt HCV RG RT PCR testinde ayni test icindeki
logaritmik fark 0.01 ile 0.07 arasinda ve farkl testlerde
caligilan ayni 6rneklerde ise logaritmik fark 0.04 ile 0.3
arasinda saptandi.

Wilcoxon testi ile bu 6rneklerin sonuglari arasinda an-
laml bir fark olmadigi1 saptandi (z=0.178, p=0.859).

Yapilan sulandirnm calismalarinda, viral yikteki azalma-
nin dogrusallik gosterdigi gézlendi (Sekil 2).

TARTISMA

Hepatit C virisi RNA dizeylerinin guvenilir olarak kan-
titasyonu HCV infeksiyonu olan hastalarin tedavilerinin
izleminde 6nemlidir. Tedavi 6ncesi dizeyler, interferon-
ribavirin tedavisine yaniti degerlendirmede prognostik
degere sahip olabilecedi gibi, RNA dlzeylerinin tedavi
sirasinda dususleri kalici virolojik yanit ile iligkilidir. Bu
yuzden tutarli ve dogru kantitasyon, tedaviyi yénlendir-
mede 6nemlidir (9).

Su anda kullanilan kantitatif HCV RNA testlerinin alt
sinirt 30 IU/ml ile 615 IU/ml arasinda, Ust sinir 500.000
ile 7.700.000 IU/ml arasinda deg@ismektedir. Bu sinir
degerlerin Uzerindeki degerlerde 6rnedin sulandirilarak
calisilmasi gerekmektedir (10). Ek manipulasyonlar da
kontaminasyon riskini artirmaktadir.
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HCV-RNA kantitasyonu
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Sekil 2. Sulandinm ve viral yuk iligkisi
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Altuglu ve ark.

Yakin donemlerde farkli formatlarda kantitatif, floresan
temelli gercek zamanl PCR testleri gelistiriimistir. Bu
testlerin duyarliliklarinin  yiksek, dinamik aralklarinin
genis ve pekcok HCV genotipini saptayabilir oldugu
g6zlenmistir (7,11).

TagMan problarin ve ABI Prism 7900 Sequence De-
tection sisteminin kullanildid1 floresan temelli gercek
zamanli PCR ydntemi ile iki ticari kantitasyon kitinin,
bDNA VERSANT HCV RNA ve HCV Monitor testi, karsi-
lastirildigi bir calismada testin her iki yontem ile uyumiu
sonuglar verdigi gézlenmistir (12). Bu ¢alismada testin
4.2 log 10 dinamik araliga sahip oldugu géralmustr.
Bunun tersine Amplicor Monitor HCV RNA testi 2.9 log1o
konsantrasyon araliginda lineer oldudu bilinmektedir
(13). Tagman (Perkin-Elmer) PCR florojenik gercek za-

KAYNAKLAR

manli saptama sistemi ile sempanzelerde yapilan bir
calismada duyarlilik 200 RNA kopya/ml (74 IU/ml) olarak
bulunmus ve ydéntemin duyarli,tekrarlanabilirligi ylksek
ve basit oldugu sonucuna varilmisgtir (11).

Sonuglar, RealArt HCV testinin tekrarlanilabilirligi yuksek
ve kantitasyona uygun bir yéntem oldugunu gdstermistir.
RealArt HCV RG RT PCR st sinirinin ylksekligi nedeni
ile hastalarin tedaviye baslangi¢c ve sonrasi virolojik
yanitin degerlendirilmesinde uygun bir ydntemdir.

Ancak bu galigmada Cobas Amplicor ile RealArt HCV
RG RT PCR arasinda kantitasyonda bir korelasyon
olmadigi izleminde farkl
testlerden elde edilen sonuglarin birbirine gevrilmesinin

g6zlenmis bu da hasta

uygun olmadigini gostermistir.
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