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Laboratuvar tasarimi bir HBV DNA kantitasyon protokolii rutin kullanima uygun
olabilir mi? — Ege Universitesi Klinik Viroloji Laboratuvari deneyimi

Would a laboratory designed HBV DNA quantification protocol be appropriate for
routine use? — Ege University Clinical Virology Laboratory’s experience
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Amag: Hepatosellller karsinoma ve fatal karaciger hasarina yol agmasi nedeniyle llkemizde de 6nemli bir halk
saghgi sorunu olan kronik Hepatit B enfeksiyonunun izleminde Hepatit B viris (HBV) DNA kantitasyonu énemli bir
gbstergedir. Klinik viroloji laboratuvarlarinda HBV DNA kantitasyonu igin kullanilan birgok farkli ydontem ve sistemler
mevcuttur. Bu calismanin amaci laboratuvar tasarimi gergek zamanli bir PCR protokoliin Ege Universitesi Tip
Fakdlltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji/Molekiler Biyoloji laboratuvarinda ABI Prism 7500 (PE
Biosystems) icin uygunlugunun degerlendiriimesi ve rutin kullanilan HBV DNA test COBAS AmpliPrep-COBAS
TagMan 48 (CAP-CTM; Roche, Branchburg, NJ) HBV DNA testi ile karsilastiriimasidir.

Gere¢ ve Yontem: HBV DNA saptanmasina yonelik gelistiriimis, laboratuvar tasarimi, Tagman teknolojisine
dayanan, bir gercek zamanl test Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Viroloji/Molekuler Biyoloji laboratuvarinda denendi. Rutin HBV DNA kantitasyonu amaciyla génderilen 332 6rnek
calismaya alindi ve kullaniimakta olan HBV DNA test COBAS AmpliPrep-COBAS TagMan 48 HBV DNA testi ile
karsilagtiriidi.

Bulgular: 332 6rnegin 176’sinin sonuglari protokolin dinamik araligi iginde idi. Dinamik aralk icinde olan 176
ornegin kantitatif sonuglari uyumlu idi. 106 6rnek her iki sistem ile negatif bulundu.

Sonug: Laboratuvar tasarimh HBV DNA kantitatif protokoliintin klinik viroloji laboratuvarinda uygulanabilir, rutin tani
ve klinik pratikte HBV ile infekte hastalarin izlenmesi igin uygun, ucuz, genis dinamik aralik saglayan bir yontem
oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Sozciikler: Kronik HBV enfeksiyonu, HBV DNA kantitasyonu, ger¢cek zamanl PCR.

Abstract

Aim: Hepatitis B virus (HBV) DNA quantification is an important indicator during the follow-up of chronic hepatitis B
infection, which has a major public health impact in Turkey due to its hepatocellular carcinoma and fatal liver damage
end-points. There are many different methods and systems used in clinical virology laboratories for HBV DNA
quantification. The aim of this study was to test whether a laboratory designed real time assay protocole would be
compatible with ABI Prism 7500 (PE Biosystems) in Ege University Medical School’s Virology/Molecular Biology
laboratory and to compare it with the routinely used COBAS AmpliPrep-COBAS TagMan 48 (CAP-CTM, Roche,
Branchburg, NJ) HBV DNA test.

Materials and Methods: A real time test based on Tagman technology to detect HBV DNA was designed in the
Virology/Molecular Biology Laboratory of Ege University Medical School’s Medical Microbiology Department and it
was evaluated. 332 samples sent to the laboratory for HBV DNA quantification were included in the study and were
compared with the COBAS AmpliPrep-COBAS TagMan 48 HBV DNA test routinely used in the laboratory.

Results: HBV DNA results of 176 out of 332 samples were in the dynamic range of the protocol. The quantitative
results of 176 samples in dynamic range were concordant. The results of 106 samples were negative according to
both systems.
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Conclusion: The laboratory designed HBV DNA quantification protocole can be used in the clinical virology
laboratory for the routine diagnosis and follow-up of HBV infected patients and it is a suitable and cheap method

enabling a wide dynamic range.

Keywords: Chronic hepatitis B infection, HBV DNA quantification, real time PCR.

Girig

Kronik HBV enfeksiyonu, hepatoselliler karsinomanin
major risk faktori olmasi ve fatal karaciger hasari
yaratmasi nedeniyle 6énemli bir halk saghgi sorunudur
(1). Dinya genelinde tahminen 350 - 400 milyon Kkisi
Hepatit B virlisu ile kronik olarak enfektedir (2). Global
olarak bu enfeksiyonlar en yaygin 6lim nedenleri
arasinda onuncu sirada yer almakta (3), yilda yarim
milyon insan kronik Hepatit B enfeksiyonu nedeniyle
Olmektedir (4).

Hepatit B virist (HBV) viremisi kronik HBV enfeksiyonu-
nun progresyonunda o©Onemli bir risk faktéradar,
dolayisiyla kanda HBV DNA kantitasyonu kronik
enfeksiyonun izleminde ve hasta yonetiminde 6énemli bir
gosterge olmaktadir (5). HBV DNA saptanmasi ve
kantitasyonu;

1. Karaciger hastaiginin  prognozunu belirlemede
(siroza ya da hepatoselliler karsinoma progresyon
riski),

2. Antiviral tedaviye gereksinim duyan
belirlenmesinde,

hastalarin

3. Virolojik yanitin ve antiviral
izlenmesinde kullaniimaktadir (6).

tedaviye direncin

Gunimuzde DNA saptanmasi ve kantitasyonuna yonelik
bircok yontem bulunmaktadir. Hibrid yakalama ya da
PCR veya dalii DNA teknolojisi yoluyla sinyal
amplifikasyonu temeline dayanan bu yontemler zayif
analitik duyarliik ve HBV DNA kantitasyon aralidinin dar
olmasi gibi dezavantajlara sahiptirler. Son yillarda
gercek zamanli PCR temeline dayali yontemler gelistiril-
migtir. Analitik duyarliliklari (alt saptama sinin 10-20
IU/mL), spesifikligi, rutine uyarlanabilirligi ve genis
dinamik araligi nedeniyle bu testler hem saptama hem
de DNA kantitasyonunda onerilen testlerdir (7-10).
Dinya Saghk Orgiiti, HBV DNA konsantrasyonu
ifadesinin normalizasyonu igin uluslararasi bir standart
belirlemistir (11). Karsilastinlabilirligi saglamak adina
serum HBV DNA diizeyleri IU/mL olarak ifade edilmeli ve

antiviral  etkinligi ~ degerlendirmek adina  hasta
ybnetiminde ayni test kullaniimalidir (12).
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Tibbi

Mikrobiyoloji Anabilim Dali Viroloji/Molekuler Biyoloji
laboratuvarinda da HBV-DNA testi en g¢ok galisilan
nikleik asit testidir. 1993’den beri HBV-DNA duzeyini
belirlemek icin satin alma sistemlerine bagh olarak
rutinde degisik ticari ydntemler kullaniimistir.

Laboratuvar tasarimli bir testin ise HBV enfeksiyonu
ybnetimi gibi iddiali bir alanda kullanilabilmesi igin
yontemin olabildigince guvenilir olmasi gerekir. Bu
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amagcla Erasmus MC Molekdler Biyoloji béliminde 2000
yilindan beri rutin olarak galisilan bir HBV DNA protokoli
secilmistir. Pas ve ark. (13), tasarladiklari bu gercek
zamanli PCR ydntemiyle kantitatif HBV-DNA testini ABI
7700 cihazinda gegerlilik ve performansini degerlen-
direrek yayinlamislardir. Bu protokol ile kantitatif HBV
DNA testini uygulayan gesitli merkezler bulunmaktadir.
Ancak rutin uygulamaya gegmeden o6nce laboratuvar
kosullarinda yontemin gecerlilik calismalarinin yapiimasi
sarttir.

Bu calismada, ayni protokolin laboratuvarimizda ayni
kosullarda kronik B Hepatitli hastalarin tani, takip ve
izleminde ABI Prism 7500 (PE Biosystems) igin
uygunlugunun degerlendirilmesi ve rutin kullanilan HBV
DNA test COBAS AmpliPrep-COBAS TagMan 48 (CAP-
CTM; Roche, Branchburg, NJ) HBV DNA testi ile
karsilastirlmasi amaglanmis ve standardize edilerek
rutine uyarlanmasi planlanmistir.

Gereg ve Yontem

Klinik Mikrobiyoloji laboratuvarina rutin HBV DNA
kantitasyonu amaciyla génderilen 332 érnek calismaya
alindi ve nukleik asit izolasyonu EZ1 Virus Mini Kit v2.0
kiti ile BioRobot EZ1 Advanced istasyonunda (Qiagen,
Germany) yapildi. Daha o6nce Pas ve arkadaslari
tarafindan ABI Prism 7700 cihazi igin tasarlanan gergek
zamanli HBVY DNA PCR protokolu (13), protokoliin
tanimlandigi laboratuvardan tum ayira¢c ve geregleri,
primer ve problari saglanacak sekilde uygulandi.

Primerler ve prob HBV genomunun pre-S bdlgesini
hedef almaktaydi. Isi déngl programi tanimlanan sekilde
uygulandi (2 dakika 50°C, 10 dakika 95°C’nin ardindan
50 dongu - 15 saniye 95°C ve 60 saniye 60°C).

Her 6rnek protokolde tanimlandigi tzere cift calisildi ve
iki sonucun ortalamasi degerlendirmeye alindi. Testin
dinamik arahgi 373-10" kopya/ml, analitik duyarlihgi 373
kopya/ml idi. Ornekler laboratuvarimizda HBV DNA
kantitasyonu i¢in rutin olarak COBAS AmpliPrep-COBAS
TagMan 48 (CAP-CTM; Roche, Branchburg, NJ) ile
calisildi (54-1.1 x 10% [U/mL).

Protokoliin  analitik duyarliik ve dinamik aralik
calismalarn VQC (Viral Kalite Kontrol panelleri-Hollanda)
referans serumlari ile caligilarak tanimlandi. Acgilan her
yeni reaktifin kontroli HBV DNA VQC paneli ile gift
calisilarak yapildi.

Bulgular

332 ornegin 176’sinin  sonuglari protokoliin dinamik
araligi iginde idi. Dinamik aralik iginde olan 176 6rnegin
kantitatif sonuglari uyumlu idi (r2:0.88) (Sekil-1). 106
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ornek her iki sistem ile negatif bulundu. Geri kalan 50
ornek icinde; 14’0 her iki ydontemin st saptama sinirinin
Uzerinde oldudu icin kantitatif kargilastirma yapilamadi. 30
ornek ABI Prism 7500 (PE Biosystems) ile disik pozitif
ancak COBAS AmpliPrep-COBAS TagMan 48 (Roche,
Branchburg, NJ CAP-CTM) ile negatif idi. Alti 6rnek ABI
Prism 7500 (PE Biosystems) ile negatif COBAS
AmpliPrep-COBAS TagMan 48 (Roche, Branchburg, NJ
CAP-CTM) ile dusik pozitif olarak saptandi. 176 6rnegin
disindaki 6rneklerin sonuglari Tablo-1'de gériimektedir.

Laboratuvar dizaynt HBV-DNA testi and Cobas

Tagman' in lineer karsilastirmasi
y = 1,0471x + 0,343

12 R% = 0,8802

Lab. dizaym protokol log

Cobas Tagman log

Sekil-1. 176 ornekte laboratuvar dizayni protokol ve Cobas
Tagman'’in lineer karsilagtirmasi.

Tablo-1. 176 Ornegin Disindaki Orneklerin Laboratuvar Dizayni

Protokol ve Cobas  Tagman Sonuglarinin
Karsilastiriimasi.
176 ORNEGIN
LAB COBAS DISINDAKI TO§XQ¥A332
: 156 ORNEK | ; iy
PROTOKOL TAQMAN ici ICERISINDEN
CIN SAYI VE ORAN (%)
ORAN (%) °
Negatif Negatif 106 (68) 31.9
Ust Ust
Saptama | Saptama 14 (8,9) 4.2
Siniri Siniri
Pozitif Negatif 30 (19.3) 9.0
Negatif Pozitif 6 (3.8) 1.8
156 (100) 46.9
Tartisma

Halen HBV enfeksiyonunun tani ve rutin izleminde
dinamik araliklari, birimleri birbirinden farkli pek c¢ok
yontem kullaniimaktadir. Kronik B hepatitli hastalarin
DNA olgumlerinin degerlendiriimesinde gerekli dizeyleri
kapsayabilmek igin farkli dinamik araliga sahip testlerin
veya ek sulandirm basamaklarinin  kullaniimasi
gerekmektedir (14,15,16). Yontem farkhligi nedeniyle
sonuglarin  birbirine gevrilememesi hasta izleminde
sikinti yaratmaktadir. Ulkemizde hastalarin ayni yéntem
ile izlenememesi bir diger sorundur. Gergek zamanli
PCR teknolojisinde daha genis dinamik aralik ve yuksek
duyarlilik saglanabilir. Bu yontem, mI'de 373-10"° kopya
araliginda HBV DNA'yi dilusyon ya da konsantrasyon
gereksinimi olmadan saptayabilmektedir.

Ozellikle antiviral tedavi alan hastalarda érnegin HBV
DNA dizeyinin hangi araliklarda beklendigi bilinmedigin-
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den tekrarlayan testlere gereksinim duyulmaktadir (17).
Tarif edilen gercek zamanh PCR yOntemi ile bu problem
ortadan kalkmistir. Ayrica bu teknoloji HBV DNA
kantitasyonunu, spesifik sekanslari saptamak igin gerekli
olan PCR amplikon igleme adimlarina ihtiya¢ olmadan
kolayca gergeklestirebildiginden kullaniimakta olan
yontemlerin yerini alabilir (18). Ancak rutin tani
laboratuvarlarinda kullanilabilmesi igin kantitatif viral
testlerin  guvenilirliginin  kanitlanmasi,  dolayisiyla
laboratuvarin testleri yeterince galisma ile kontrol edip
degerlendirmesi gerekir.

Calismamizda 176 6rnek (%53) her iki testin dinamik
araligi icinde olup sonuglari birbirleri ile uyumlu olarak
saptanmistir (Sekil-1). Diger yandan 176 6rnegin disinda
kalan 156 6rnekten 106 tanesi (%31,9) her iki yontemle
de negatif olarak bulunmustur. Yine 14 érnek (%4,2) her
iki sistemle de uUst saptama sinirinin Uzerinde olarak
saptanmig fakat bu nedenle kantitatif karsilastirma
yapilamamigtir. Karsilagtirmali  sonuglarin  uyumsuz
olarak gozlendigi 36 6rnekten 30 tanesi (%9) ABI Prism
7500 (PE Biosystems) ile disuk pozitif, diger negatif
olarak saptanmis olup ABI Prism 7500 (PE Biosystems)
lehine degerlendirilerek duyarhliginin daha ylksek
oldugunu dustndirmdstir. 176 6rnegin disindaki 156
ornege ait veriler Tablo-1'de izlenmektedir.

Bu yéntem rutin tani ve klinik pratikte HBV ile infekte
hastalarin izlenmesi icin uygun, ucuz, genis dinamik
arallk saglayan bir ydntem olmakla birlikte, dusuk
pozitifliklerdeki farkli sonuglar dusik degerlerde rastlan-
tisal 6rneklemeye bagl farkl sonuglar elde edilebilir
olmasindan (Poisson dagilimi) kaynaklanmaktadir. In
house PCR yontemlerinde, standardizasyon sorunlari,
yalanci pozitifik ya da kontaminasyon gibi rutin klinik
diagnostik kullanimda onlari uygunsuz kilan problemler
olusabildigi bilinmektedir (19). Buna ragmen, ticari ya da
in house yoOntemlerde hala en krittk adim 06rnegin
hazirlanmasidir. lyi laboratuvar uygulamalari prensiple-
rine dikkat edilerek gerceklestirildigi takdirde kontami-
nasyon oOnlenebilmektedir. Calismada, kontaminasyona
bagli yalanci pozitiflik olasihgi PCR calisma kurallarina
dikkat edildigi ve sik kontaminasyon kontroli yapildigin-
dan dislanmigtir. Ayrica her 0Ornegin cift calisiimasi,
yalanci pozitifligin kolaylikla gdzlenebilmesini saglamistir.

Sonug

Laboratuvar tasarimli HBV DNA kantitatif protokolu gibi
ucuz, standart, rutine kolay uyarlanabilen yoéntemlerin
varlig1 hasta yénetiminde standardizasyonu ve ekonomik
avantaji saglayabilecektir. Tasarlanan bu ydntemin
kantitasyon araliginin genis olmasi ile hastalarin tedavi
endikasyonundan itibaren ayni ybntem ile izlenebil-
mesine olanak vermektedir. Sonu¢ olarak, bu yéntem
klinik viroloji laboratuvarinda HBV DNA 6&lgimi igin
uygulanabilir bir yéntemdir. Ancak dustik pozitifliklerdeki
farkh sonuglar yine hasta takibinde tek ydntemin
kullanilmasinin uygun oldugunu gostermektedir.
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