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Hepatit B virus kantitasyonunda iki farkli gercek zamanhh PCR testinin
karsilastirimasi: COBAS AmpliPrep/COBAS TagqMan ve ARTHUS QS-RGQ KIT

Comparison of two different real time PCR tests for hepatitis B virus quantification:
COBAS AmpliPrep/COBAS TagMan AND ARTHUS QS-RGQ KIT
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Ozet

Amag: Calismamizda Cobas AmpliPrep/COBAS TagMan HBYV test v.2 (Roche Molecular Systems, ABD) ve Arthus
HBV QS-RGQ Kit (Qiagen, Almanya) testlerinin karsilastiriimasi amaclanmigtir.

Gereg ve Yontem: Onsekiz klinik plazma 6rnegi ve sekiz QCMD kalite kontrol érnegi calismaya dahil edildi. Nukleik
asit ekstraksiyonlari ve amplifikasyonlar firma onerileri dogrultusunda gergeklestirildi. Arthus HBV QS-RGQ Kit test
ici ve testler arasi degerlendirmeleri icin tim &érnekler ayni galismada ¢ift galisildi ve baska bir ¢alisma gintnde bir
kez daha tekrar edildi. Elde edilen sonuglarin log10 degerleri regresyon analizi ile degerlendirildi.

Bulgular: COBAS TagMan HBV test v.2 sonuglari ile Arthus HBV QS-RGQ Kit sonuglarinin ortalamalari ile
karsilastirildiginda logaritmik fark 0.08-1.26 arasinda ve regresyon analizinde katsayi 0.91 (R2=0.91) olarak bulundu.
Arthus HBV QS-RGQ Kit testler arasi ve test ici degerlendirmelerinde logaritmik farklar sirasiyla 0.07-0.41 ve 0.02-
0.19; regresyon analizinde katsay! her iki durum icin de 0.99 (R2 =0.99) olarak hesaplandi. Arthus HBV QS-RGQ Kit
kalite kontrol serumu sonuglari ortalamalari beklenen QCMD sonuglari ile karsilastirildiginda logaritmik fark 0.60-0.89
arasinda ve regresyon analizinde katsay! 0.99 (R2 =0.99) olarak bulundu. Arthus HBV QS-RGQ Kit testler arasi ve
test ici degerlendirmelerinde logaritmik farklar sirasiyla 0.04-0.1 ve 0.01-0.07; regresyon analizinde katsayi her ikisi
icin de 0.99 (R2 =0.99) olarak hesaplandi.

Sonug: Calismamizda Arthus HBV QS-RGQ Kit ile HBV DNA kantitasyonunda elde edilen klinik ve kalite kontrol
sonuglarinin guvenilir ve tekrarlanabilir oldugu; COBAS TagMan HBV test v.2 ve Arthus HBV QS-RGQ Kit
sonuglarinin karsilastirilabilir oldugu goérildu. Bir hasta 6rnegi hari¢ buttin logaritmik farklar 1 log degeri altindaydi.
Calismamizda elde edilen karsilagtirilabilir sonuglara ragmen klinikte hasta takibinde ayni test kullanimi prensibi
onemini korumaktadir.

Anahtar Sézciikler: Gergcek zamanli PCR, kantitasyon, HBV DNA, Cobas, Arthus.

Summary

Aim: The aim of the study is to compare two real time PCR tests, the Cobas AmpliPrep/COBAS TagMan HBV test
v.2 (Roche Molecular Systems-USA) and the Arthus HBV QS-RGQ Kit (Qiagen, Germany).

Materials and Methods: Eighteen clinical plasma samples and eight QCMD samples were included. Nucleic acid
extractions and amplifications were performed according to the manufacturer’s instructions. Samples were tested in
duplicate for intra-assay evaluation of Arthus HBV Kit and once again in a different run for inter-assay evaluation. The
log10 IU/ml values of the results were evaluated with regression analysis.

Results: The coefficient of regression analysis for the COBAS TagMan HBV test v.2 versus the average of the
Arthus HBV Kit results was 0.91 (R2=0.91) and the logarithmic difference was 0.08-1.26. The log differences for inter-
assay and intra-assay evaluations were 0.07-0.41 and 0.02-0.19 respectively. The coefficient of the regression
analysis was 0.99 (R2=0.99) for both inter-assay and intra-assay evaluations. The log differences for the Arthus HBV
Kit QCMD results versus expected values were 0.60-0.89 and the coefficient of regression analysis was 0.99 (R2
=0.99). The log differences for inter-assay and intra-assay evaluations with QCMD samples were 0.04-0.1 and 0.01-
0.07 respectively. The coefficient of the regression analysis was 0.99 (R2=0.99) with QCMD samples for both inter-
assay and intra-assay evaluations.

Yazigma Adresi: Servet Uluer BICEROGLU

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Kan Merkezi, izmir, Tirkiye
Makalenin Gelig Tarihi: 14.03.2012  Kabul Tarihi: 28.05.2012

233



Conclusion: The Arthus HBV Kit produced accurate and reproducible results. The results of the COBAS TagMan
HBV test v.2 and Arthus HBV Kit were comparable. All log differences were within 1 log except for one clinical
sample. In spite of comparable results, the use of the same test during patient follow-up is still important.
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Girig
Hepatit B virisi (HBV) tum dinyada yaygin kronik
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Kronik HBV enfeksi-

yonlari siroz ve hepatoselliiler karsinom gibi uzun dénem
komplikasyonlarina neden olurlar.

HBV DNA kantitasyonunda duyarli molekiler yontem-
lerin kullanilmasi bu hastaligin tanisina ve tedavisine
onemli katkilar saglamistir. Kronik Hepatit B enfeksiyo-
nunda antiviral tedaviye baslama karari verilmesinde,
tedaviye yanitin izlenmesinde ve antiviral direng
saptamada HBV kantitasyonu 6nemlidir. HBV tedavisi
sirasinda, segilen antiviral ajanlara ve tedavi yanitina
bagl olarak 1-3-6 aylik dénemlerde viral yuk testlerinin
yapilmasi énerilmektedir (1,2).

HBV kantitasyonunda kullanilabilecek birgok farkl ticari
test bulunmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) bu ¢ok
sayida farkli HBV nikleik asit amplifikasyon testleri
standardizasyonu i¢in enternasyonal Unite (IU) standardi
gelistirmistir (3). Ticari testler de DSO standardina gére
normalize edilmistir (4) ve tim testler IU/ml standardina
gore uretilmektedir.

Nikleik asit amplifikasyon testleri arasinda gergek
zamanh PCR testleri; analitik performanslar, dislk
saptama dizeyleri, genis lineer aralklari yuksek
ozgullukleri ve duyarliliklari nedeniyle guvenilirdirler ve
bu Ustunlikleri nedeniyle rutin kullanimlari énerilmektedir
(5-8).

Viral kantitasyon testleri arasinda uyumun iyi oldugunu
destekleyen calismalar olsa da (6,9) testler arasinda
degiskenlik gbzlenebilir (8). Hasta takibinde farkli
testlerden elde edilen sonuglarin kullaniimasi uygun
degildir ve mimkun oldugu kadar tek test ile takip onerilir
(2,7,8). Tedavi sirasinda test degisikligi yapilmasi
gerekiyorsa baslangicta elde edilen hasta 6rneklerinin
yeni kullanilacak test ile degerlendiriimesi 6nerilmektedir
(2).

Calismamizda HBV viral kantitasyonunda kullanilan iki
farkhh gergcek zamanli PCR testinin karsilastirimasi
amaclanmigstir

Gereg ve Yontem

HBV DNA duzeyleri Cobas AmpliPrep/COBAS TagMan
HBV test v.2 (Roche Molecular Systems, ABD) ve
Arthus HBV QS-RGQ Kit (Qiagen, Almanya) testleri ile
cahsildi. Klinik ornekler ile birlikte QCMD (Quality
Control for Molecular Diagnostics, Glasgow, Iskogya)
kalite kontrol serumu 6rnekleri de galismaya dahil edildi.
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Ornekler: HBV viral kantitasyonu igin 26 érnek (18 Klinik
plazma oOrnedi ve 8 QCMD kalite kontrol serumu)
¢alismaya dahil edildi. Arthus HBV QS-RGQ Kit (Qiagen,
Almanya) ile caligsilan 6rnekler toplam ¢ kez calisildi.
Ornekler ayni galisma diizeneginde iki kez tekrar
edilerek test ici (intra-assay); farkl bir galismada bir kez
daha tekrar edilerek testler arasi (inter-assay) uyum
arastirild.

HBV DNA testleri

Cobas AmpliPrep/COBAS TagMan HBYV test v.2 (Roche
Molecular Systems-ABD): Nukleik asit ekstraksiyonu igin
tam otomatik Cobas AmpliPrep cihazi Uretici firma
Onerilerine gore kullanildi. HBV DNA amplifikasyonu
COBAS TagMan HBYV test v.2 ile gercek zamanh PCR
cihazinda (Cobas TagMan Analyzer; Roche Molecular
Systems, ABD) uretici firma 6nerilerine uygun olarak
amplifiye edildi. Testin analitik duyarlihd 20 IU/mL ve
lineer arali@n 20-1.7x10° IU/mLdir.

Arthus HBV QS-RGQ Kit (Qiagen, Almanya); Nukleik
asit ekstraksiyonu igin ‘QlAsymphony Virus/Bacteria Mini
Kit (Qiagen, Almanya) kullanildi. Ekstraksiyonu tamam-
lanan oOrnekler HBV DNA’nin 134 bp’lik kor bdlgesini
hedefleyen Arthus HBV QS-RGQ Kit (Qiagen, Almanya)
ile gergek zamanh PCR cihazinda (ROTOR GENE Q,
CORBETT Research Pty Ltd, Avusturya) Uretici firma
Onerilerine uygun olarak amplifiye edildi. Testin analitik
duyarliigi 10.22 1U/mL ve lineer aralig 31.6-2x10’
IU/mLdir.

istatistiksel Analiz: Calisma sonucunda elde edilen
sonuglarin logio IU/mL degerleri elde edildi ve regresyon
analizi ile degerlendirildi.

Bulgular

Caligilan 18 klinik 6rnegin besi ve QCMD o6rneklerin ikisi
testlerin dinamik arahklari diginda degerler elde edildigi
icin regresyon analizine alinmadi.

Regresyon analizine alinan klinik ve QCMD kalite kontrol
ornekleri igin logio IU/mL degerleri hesaplandi ve Arthus
HBV QS-RGQ Kit testi ile galisilan ¢ testin logio
degerlerinin ortalamalari alindi. ki sistemin uyumunun
arastiriimasi igin klinik 6rneklerin Cobas TagMan HBV
test v.2 ve Arthus HBV QS-RGQ Kit ortalamalari
karsilastiriidi. Arthus HBV QS-RGQ Kit ile elde edilen
sonuglarin  test ici ve testler arasi sonuglari
karsilagtirilarak testin tekrarlanabilirligi arastirildi. Arthus
HBV QS-RGQ Kit testi ile calisilan QCMD kalite kontrol
orneklerinin logip degerlerinin ortalamalari beklenen
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degerler ile karsilastirildi. Ayrica klinik érneklerde oldugu
gibi test ici ve testler arasi sonuglar degerlendirildi.

Hasta 6rnekleri sonuglarinin degerlendiriimesi

Arthus HBV QS-RGQ Kit testi sonuglari Cobas TagMan
HBV test v.2 ile karsilastirildiginda logaritmik fark 0.08-
1.26 (ortalama:0.53, ortanca:0.46) arasinda oldugu
gozlendi. Regresyon analizinde katsayr 0.91 (R?=0.91)
bulundu. Cobas TagMan HBV test v.2 ile Arthus HBV
QS-RGQ Kit sonuglar  karsilastirmasi  Sekil-1'de
gOsterilmistir.

Hasta orneklerinde Arthus HBV QS-RGQ Kit ile Cobas
Tagman HBV test v.2 kargilagtiriimasi
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Arthus HBV QS-RGQ Kit sonuglarinin ortalamalari

Sekil-1. Hasta 6rneklerinde Arthus HBV QS-RGQ Kit ile Cobas
Tagman HBYV test v.2 sonuglarinin korelasyonu.

Arthus HBV QS-RGQ Kit sonuglar testler arasi ve test
ici karsilastinldiginda ise logaritmik fark sirasiyla 0.07-
0.41 (ortalama:0.17, ortanca:0.13) ve 0.02-0.19
(ortalama:0.06, ortanca:0.04) arasindaydi. Regresyon
egri analizinde katsayilar her ikisinde de 0.99 (R?=0.99)
bulundu. HBV QS-RGQ Kit sonuglarinin test igi ve testler
arasl karsilastirmalan Sekil-2 ve Sekil-3'te gosterilmistir.

Hasta orneklerinde Arthus HBV QS-RGQ Kit
sonugclarinin testlerarasi karsilastirmasi-interassay

6,00
o y =1,0808x - 0,4468
g s00 R’ =0,99
g 0 .
Q@ 4,00
z /
9 300
>
2 &
5 200 -
£ 1,00
<

0,00

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

Arthus HBV QS-RGQ Kit-2

Sekil-2. Hasta 6rneklerinde Arthus HBV QS-RGQ Kit sonuglarinin
testler arasi korelasyonu.

Kalite kontrol 6rnekleri sonuglarinin degerlendiriimesi

Arthus HBV QS-RGQ Kit sonuglarinin ortalamalari
beklenen QCMD degerleri ile karsilastirildiginda logaritmik
fark 0.60-0.89 (ortalama:0.77, ortanca:0.77) arasindaydi
ve regresyon egri analizinde katsayi 0.99 (R*=0.99)
bulundu. Beklenen kalite kontrol degerleri ile QCMD
sonuglarinin karsilastiriimasi Sekil-4'te gosteriimistir.
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Hasta drneklerinde Arthus HBV QS-RGQ Kit
sonuglarinin test ici kargilagtirmasi-intraassay
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Sekil-3. Hasta 6rneklerinde Arthus HBV QS-RGQ Kit sonuglarinin
test igi korelasyonu.

Kalite kontrol 6rnekleri sonuglari ile Arthus HBV QS-
RGQ Kit sonuglarinin ortalamalarinin kargilagtirmasi
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Bulunan

Sekil-4. Kalite kontrol drnekleri sonuglari ile Arthus HBV QS-
RGQ Kit sonuglari ortalamalarinin korelasyonu.

Arthus HBV QS-RGQ Kit sonuglari testler arasi ve test
ici karsilastirildiginda logaritmik fark sirasiyla 0.04-0.18
(ortalama: 0.09 ortanca: 0.09) ve 0.01-0.07 (ortalama:
0.03 ortanca:0.02) arasinda bulundu. Regresyon egri
analizinde katsayilar her iki durum iin de 0.99 (R?=0.99)
olarak hesaplandi. HBV QS-RGQ Kit sonuglarinin test igi
ve testler arasi karsilastirmalari Sekil-5 ve Sekil-6’da
gosterilmistir.

Kalite kontrol sonuglarinin testlerarasi karsilagtirmasi-

interassay
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Sekil-5. Arthus HBV QS-RGQ Kit ile kalite kontrol sonuglarinin
testlerarasi korelasyonu.
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Kalite kontrol sonuglarin test ici kargilagtirmasi-
intraassay
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Sekil-6 Arthus HBV QS-RGQ Kit ile kalite kontrol sonuglarinin
test ici korelasyonu.

Regresyon analizine alinamayan érneklerin incelenmesi

Testlerin biri ya da ikisinin de dinamik araliklari diginda
kaldigi icin regresyon analizine alinamayan 6rnekler (5
hasta ve 2 QCMD 6rnegi) incelendiginde, klinik érnekler-
den bir tanesinin her iki sistemde tim calismalarda
saptama sinirinin Ustlinde; birinin de her iki sistemde
tim c¢alismalarda saptama sinirnin altinda oldugu
gozlendi. ki klinik érnek Arthus HBV QS-RGQ Kit testi
ile U¢ calismada da saptama sinirinin altinda olarak
bulunurken Cobas TagMan HBV test v.2 testinin
saptama aralidinin igindeydi (2.56 logio IU/mL). Bir Kklinik
o6rnek Cobas TagMan HBYV test v.2 testi saptama araligi
altinda iken Arthus HBV QS-RGQ Kit testi ile ug¢
calismada da saptama sinirinin igindeydi (¢ ¢alismanin
ortalamasi 2.21 logie IU/mL). Regresyon analizine
alinmayan iki QCMD kalite kontrol érneginden biri Arthus
HBV QS-RGQ Kit ile U¢ calismada da saptama sinirinin
altinda (1.81 logio IU/mL), bir 6rnek ise Arthus HBV QS-
RGQ Kit ile sadece bir calismada saptama sinirinin
altinda bulundu. Cobas TagMan HBV test v.2 testi ve
Arthus HBV QS-RGQ Kit testi ile diger iki ¢alismanin
logio IU/mL’'lan sirasiyla 2.39, 1.63, 1.73 idi. Sonug
olarak degerlendirme disi kalan 6rnekler icinde bir 6rnek
yuksek viral yuk, geri kalan alti 6rnek dusuk viral yik
nedeniyle degerlendirme disi kaldi.

Sonug

Serumda HBV DNA saptanmasi ve viral kantitasyon
hastaigin tanisinda, tedavinin planlanmasinda ve
antiviral tedavinin etkinliginin belirlenmesinde gereklidir
(1,2,10). Gergek zamanli PCR testleri tani ve tedavinin

Kaynaklar

yonlendirmesinde olduk¢a Onemlidir. Tedavide amag
oncelikli olarak virolojik baskilanmanin saglanmasidir ve
bu amagla viral DNA duzeylerinin gergek zamanli PCR
testleri ile saptanabilen alt sinirin (10-15 1U/ml) altinda
degerlere ulasmasi hedeflenir (1). U¢ aylik tedavi
sonrasinda HBV DNA duzeyleri, tedavi baslangicindaki
viral DNA dizeylerine gore 1 logio IU/mL'den daha az
oranda disme gdstermisse tedaviye primer direngten
bahsedilir(1). HBV tedavisinde hasta takibi sirasinda
elde edilen en diglk viral DNA dizeyinin 1 logie 1U/mL
Uzerinde artis goérilmesi sekonder direng olarak deger-
lendirilir (1,10). HBV DNA kantitasyonunun tani ve
tedavideki bu 6nemi nedeniyle rutin uygulamada duyarli,
dinamik aralidi genis, guvenilir ve tekrarlanabilirligi
yuksek bir testin kullaniimasi é6nemlidir.

Arthus HBV QS-RGQ Kit klinik drnekler ve kalite kontrol
serumlariyla test igi ve testler arasi degerlendirildi ve
sonuglar birbiriyle uyumlu bulundu. Testin kendi iginde
guvenilir ve tekrarlanabilir oldugu sonucuna varildi.
Cobas TagMan HBYV test v.2 ile uyumu arastirildiginda
hasta takibinde testlerin birbirleriyle karsilastirilabilir
oldugu goéruldu. Hasta orneklerinde testler arasindaki
logaritmik fark degerlendirildiginde bir 6rnegin logaritmik
farkinin 1.26 oldugu goézlendi. Bu deger HBV tani ve
tedavi rehberlerinde (1,10) diren¢g ve tedaviye yanit
kriterlerinde tanimlanan 1 logio 1U/ml degerinin Uzerin-
deydi. Degerlendirme disi kalan &rnekler icin dusuk
degerlerde rastlantisal érneklemeye bagh farkli sonuglar
elde edilebilir (Poisson dagilimi).

Glnimizde ticari gergek zamanli PCR testleri DSO
standardina (3) gore uretilse de testler arasindaki olasi
farklihklardan dolay! tedavi takibinde tek test kullanimi
Onerilmektedir (2,7,8). Bu ¢calismada da her ne kadar
uyumlu ve karsilastirilabilir sonuglar elde edilmis olsa da,
tek bir hasta 6rneginde gozlenen 1.26’lik logaritmik fark
hasta takibinde tek test kullaniimasi prensibini destek-
lemektedir. Hasta takibinde farkli testlerinin glvenle
kullanilmasi icin daha fazla sayida hasta 6rnegi iceren
karsilastirmali calismalara ihtiyag vardir.
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