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Ozet
Amag  Influenza rutin tanisinda yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliigii nedeniyle real-time PCR testi tercih edilmektedir. Ancak PCR testlerinin yiiksek maliyet ve deneyimli personel
gereksinimi, laboratuvar ortamina ve cihazlarina ihtiya¢ duyulmasi, numune transferi ve hekime sonucun ulagmasinda gegen siire gibi nedenlerle hasta bas: kullanilan
hizli influenza tan testlerinin kullanimi giindeme gelmistir. Bu calismanin amaci, influenza enfeksiyonu tamisinda kullanilan 3 farkli hizh tani testinin gergek zamanl
RT-PCR yéntemi ile kargilagtirilmasi ve tanisal performansinin belirlenmesidir.

Yontem  Caligmamuza 2017-2018 influenza sezonunda laboratuvarimiza gonderilen toplam 209 solunum yolu rnegi dahil edilmistir. Ornekler Humasis Influenza antigen
card plus (Kore), SD Biosensor Standard-Q Influenza A/B (Kore) ve SD Biosensor Standard-F Influenza A/B FIA (Kore) hizli antijen tani kitleri ile tiretici firmalarin
onerileri dogrultusunda test edilmistir.

Bulgular ~ Galiymamizda Humasis kiti ile Influenza A igin duyarlilik %80,99, Influenza B igin %68,66 hesaplanmustir. SD Biosensor Standard Q Influenza A/B ve SD Biosensor
Standard F Influenza A/B FIA kiti ile her iki viris igin de duyarlilik %70’in altinda bulunmustur. Humasis kitinin duyarliligi diger kitlere oranla daha yiiksek saptanir-
ken 6zgiilliik tim kitlerde %90’n tizerinde belirlenmistir.

Sonu¢  Bu ¢alisma ile hizli antijen testlerinin, influenza viriis aktivitesinin yogun oldugu influenza sezonu dénemi veya salgin durumlarinda influenza viriis enfeksiyonu
tanisinda tarama testi veya destekleyici test olarak kullamilabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar  Influenza, Hizli test, PCR, Viriis kiiltiirii

kelimeler
Abstract

Aim  Due to its high sensitivity and specificity, real-time PCR testing is preferred for routine diagnosis. However, for PCR tests, the use of rapid influenza diagnostic tests at bedside due to reasons
such as high cost, experienced personnel, laboratory conditions and equipment requirement, sample transfer and test time has come to the fore. Purpose of the study was to compare three
different diagnostic tests used in the diagnosis of influenza infection with the real-time RT-PCR method and to determine the diagnostic performance.

Methods A total of 209 respiratory tract samples sent to our laboratory during the 2017-2018 influenza season were included in our study. The samples were tested with Humasis Influenza antigen
card plus, SD Bi Standard-Q Infl A/B, and SD Bi Standard-F Infl A/B FIA rapid antigen diagnostic kits according to the recommendations of the manufacturers.

Results  In our study, susceptibility was calculated 80.99% for influenza A and 68.66% for influenza B with Humasis kit. With the SD Biosensor Standard Q Influenza A/B and the SD Biosensor
Standard F Influenza A/B FIA kit, the sensitivity for both viruses was below 70%. While the sensitivity of the humasis kit was higher than the other kits, the specificity was higher than
90% in all kits.

Conlusion  In this study, it was concluded that rapid antigen tests can be used as a screening test or supportive test for the di is of infl virus infection during the infl season period or
epidemic conditions during which infl; virus activity is intense.

Key words  Influenza, Rapid test, PCR, Virus culture
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GIRiS
Influenza viriis enfeksiyonlar1 yiiksek ates, bas agrisi, hal-
sizlik, kas agrisi, 6ksiiriik ve bulant1 kusma gibi semptom-
larla baglayip, oldirticti seyredebilmekte, toplumda sal-
ginlara yol acabilmektedirler'. Kis sezonunda alt solunum
yolu enfeksiyonu belirtileri ile gelen hastalarda influenza
pozitiflik orani genellikle %20 civarindadir**. Etkenin la-
boratuvar tanisinda hiicre kiiltiriinde viriis izolasyonu al-
tin standart yontem olmasina ragmen RT-PCR hizli sonug
vermesi, 6zgilligi ve duyarhiliginin yiiksek olmasi, ayni
testle birden ¢ok etkenin test edilebilmesi gibi avantajlar
nedeniyle en sik kullanilan ve altin standart olarak kabul
edilen test haline gelmistir’”. Ancak yiiksek maliyet, de-
neyimli personel gereksinimi, laboratuvar sartlarina ve ci-
hazlarina ihtiya¢ duyulmasi, numune transferi ve hekime
sonucun ulagmasinda gegen siirenin tedaviyi geciktirmesi
gibi nedenlerle hasta bagi kullanilan hizli influenza tan
testlerinin kullanimi giindeme gelmistir®*°. Ozellikle 2009
influenza A HIN1 pdm09 pandemisi sirasinda hastaya
hizli tan1 konulmasi, tedavi baglanmasi, izolasyon tedbir-
lerinin alinarak bulasiciligin 6nlenmesi gereklilikleri art-
muis ve ticari hizli tani kitlerinin gelistirilmesi ¢aligmalar:
hiz kazanmustir. Bu testlerin kolay uygulanabilir olmasi,
tecriibe gerektirmemesi, yaklasik 10 dakika gibi kisa bir
slirede sonug vermesi, ucuz olmasi gibi avantajlar: bulun-
makla birlikte, duyarlilik diizeylerinin diisiik olmas1 nega-
tif saptanan sonuglar i¢in dogrulamaya ihtiyag gostermek-
tedirler'®". Ancak pozitif sonuglar anlamlidir ve antiviral
tedavinin hemen baslanabilmesi, gereksiz antibiyotik kul-
laniminin énlenmesi gibi onemli katkilar saglamaktadir.
Son zamanlarda 20 dakika gibi kisa bir siirede hizli niikleik
asit amplifikasyon testleri gelistirilmis ve hizli antijen test-
lerine alternatif olarak ortaya ¢ikmistir, ancak test maliyet-
lerinin yiiksek olmasi nedeniyle hentiz yaygin olarak kul-
lanima girmemistir. Bu ¢alismanin amaci, influenza viriis
enfeksiyonu tanisinda kullanilan 3 farkli hizl tan: testinin
gercek zamanli RT-PCR yo6ntemi ile karsilagtirilmasi ve ta-

nisal performansinin belirlenmesidir.

Yontem
Ornek segimi
Bu ¢aligmaya Ulusal Influenza Merkezi olarak gérev yapan
laboratuvarimiza 2017-2018 influenza sezonunda, akut iist
ve alt solunum yolu enfeksiyonu nedeniyle génderilen ve
gercek zamanli RT-PCR yontemi ile influenza A/HINI,
A/H3N2 ve Influenza B viriis pozitifligi saptanan klinik
ornekler, klinik 6rneklerin hiicre kiiltiirii izolatlarinin
diliisyonlar1 ve influenza referans ag1 viruslarinin hiicre
kiiltiirii izolatlarinin diliisyonlarindan olusturulan toplam
209 o6rnek dahil edilmistir. Viruslar igin 6zel olarak tiretil-
mis tagima sistemleri (Copan, {taly) kullanilarak ve soguk
zincir kurallarina uyularak laboratuvarimiza ulastirilan
solunum yolu o6rneklerine; laboratuvara kabul ve kayit
islemlerinin ardindan 2 ml viral transport vasat1 (VTM;
penisilin-streptomisin ve sigir serum albumini ile destek-
lenmis modifiye eagle medium) ilave edilip vortekslenerek
homojenize edildi ve 2 mL hacim kapasiteli kryovial tiip-
lere aktarildi. Ornekler +40C'de muhafaza edilerek 24-48

saat igerisinde ¢alismaya alind.

RT-PCR

Bu kapsamda numunelerden virus RNA’sinin elde edilmesi
amactyla niikleik asit izolasyonu gergeklestirildi. {zolasyon
islemi, Qiagen EZ1 Advanced XL Ekstraksiyon Cihaz1 (Qi-
agen, Almanya) ve Qiagen EZ1Virus Mini Kit v2.0 (Qi-
agen, Almanya) ekstraksiyon kiti kullanilarak iireticinin
talimatlar1 dogrultusunda gergeklestirildi. Influenza virus
rRT-PCR asamasi i¢in, CDC tarafindan dnerilen rRT-PCR
protokolii uygulandi'>"®. Bu protokol geregi, rRT-PCR is-
lemi “SuperScript™III Platinum® One-Step qRT-PCR Kit”
(Invitrogen, ABD) kullanilarak ABI 7500 ve ABI 7500 fast
(Applied Biosystems, ABD) real-time PCR cihazlarinda
gerceklestirildi.

Hiicre kiiltiirii
Virus izolasyonu amaciyla; influenza asi kompozisyonunda
yer alan referans influenza virus suslar1 ve influenza PCR
pozitifligi tespit edilen klinik 6rnekler; 12.5 cm2 hacim

kapasiteli hiicre kultiirti flasklarinda en az %80 oraninda
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monolayer tabaka olusturacak sekilde alani kaplamis olan
Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) (ATCC, ABD)
veya MDCK-SIAT (NIMR, Londra) hiicre kiiltiirlerine
inokule edildi. Virus inokulasyonunun ardindan flasklar
34°Cde %5 CO2’i etiivde 30-45dk siireyle inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan flasklara 2 pg/ml TPCK-tripsin
igeren, penisilin-streptomisin ve sgir serum albiimin ile
desteklenmis besiyeri ilave edildi ve tekrar inkubasyona
alindi. Viral proliferasyonun varlig: sitopatik etki (CPE)
takibi ve rRT-PCR ile tespit edildi. Bu kapsamda; inokulas-
yon yapilan flasklar giinliik olarak takip edildi, %75-100
oraninda CPE goriilen hiicre kiiltiirlerine ait siipernatant-
lar toplanarak rRT-PCR ile viral proliferasyon dogruland:
ve CT (Cycle Treshold) degerleri kaydedildi.

Hizli test
Ornekler Humasis Influenza antigen card plus (Katalog
no: AINFC-7010, Kore), SD Biosensor Standard-Q Influ-
enza A/B (Katalog no: 09INF40D, Kore) ve SD Biosensor
Standard-F Influenza A/B FIA (Katalog no: 10INF10D,
Kore) hizli antijen tan Kitleri ile iiretici firmalarin 6neri-
leri dogrultusunda test edilmis ve sonuglar degerlendiril-

migtir.

Istatistiksel yontem
Gergek zamanli RT-PCR yontemi referans alinarak hizl
tani kitlerine ait duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif de-
ger (PPD), negatif prediktif degerler (NPD) ve dogruluk

% 95 giiven araliginda (GA) hesaplanmistir. Tiim analizler
SPSS 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi kulla-

nilarak yapilmistir.

Etik Onam
Calismada laboratuvarda stoklanmis olan numuneler kul-

lanildigindan etik onama ihtiya¢ duyulmamustir.

Bulgular
Testlere ait duyarlilik, 6zgilliik, PPD, NPD ve dogruluk
degerleri Tablo 1'de gosterilmistir. Calismamizda Humasis
kiti ile Influenza A igin duyarlilik %80,99, Influenza B igin
%68,66 hesaplanmistir. SD Biosensor Standard Q Influen-
za A/B ve SD Biosensor Standard F Influenza A/B FIA kiti
ile her iki viriis igin de duyarlilik %70’in altinda bulun-
mugtur. Ozgiillilk tim testlerde %90'1n iizerinde hesap-
lanmistir. Humasis kiti ile Influenza A igin influenza B'ye
gore duyarlilik istatistiksel olarak anlamli derecede daha
yiiksek hesaplanmustir (z degeri: 1.9779, p degeri 0.02385).
Humasis kiti ile ayrica Influenza HINIde duyarlilik
H3N2’ye gore daha yiiksek bulunmus ancak ancak istatis-
tiksel olarak anlamli fark bulunmamustir (z degeri: 1.459, p
degeri: 0.07215). Biosensor standard Q Influenza A/B kiti
ile Influenza A igin Influenza B’ye gére duyarlilik istatistik-
sel olarak anlaml1 derecede daha yiiksek hesaplanmustir (z
degeri: 4.2349, p degeri <0.00001). SD Biosensor standard
F Influenza A/B FIA kiti ile Influenza A ve B arasinda ista-

tistiksel olarak anlamli fark bulunmamugtr.
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Tablo 1. Hizli testlerin sensitivite, spesifisite, PPD, NPD ve dogruluk sonuglar:
Kit Ad1 Etken Pozitiff | ) varnnk | Nesatil/ Ozgiilliik PPD NPD Dogruluk
Toplam Toplam
Influenza A 115/142 %380,99 66/67 %98,51 %99,14 %70,97 %86,6
- . HIN1 85/102 %83,33 106/107 %99,07 %98,84 %86,18 %91,39
umasis
H3N2 29/40 %72,5 169/169 %100 100% %93,89 %94,74
influenza B 46/67 %68,66 139/142 %97,89 %93,88 %86,88 %88,52
Influenza A 95/142 %66,9 66/67 %98,51 %98,96 %58,41 %77,03
SBD HIN1 68/102 %66,67 106/107 %99,07 %98,55 %75,71 %83,25
10SENSOor
standard-Q H3N2 26/40 %65 169/169 %100 100% %92,35 %93,3
influenza B 24/67 %35,82 130/142 %91,55 %66,67 %75,14 %73,68
Influenza A 96/142 %67,61 66/67 %98,51 %98,97 %58,93 %77,51
}SBD HIN1 69/102 %67,65 106/107 %99,07 %98,57 %76,26 %83,73
10S€Nsor
standard-F H3N2 26/40 %65 169/169 %100 100% %92,35 %93,3
Influenza B 46/67 %68,66 130/142 %91,55 %79,31 %86,09 %84,21
Tartigma FIA (Quidel, San Diego, CA) kiti ile yapilan bir ¢alismada

Hizli testlerin duyarhiligini etkileyen faktorler; kargilas-
tirlldig1 altin standart yonteme, popiilasyona, hastaligin
prevalansina, ornek toplanmasi, transport, siiriintii gubu-
gu, kullanilan vaka tanimlari, enfeksiyonun dénemi, kul-
lanilan hizli testin 6zellikleri ve uygulanmasi, test edilen
alt tipler gibi ¢ok sayida faktore bagh olarak degismek-
tedirl**®. Tani testlerinin prediktif degerleri prevalan-
sa bagli oldugundan, test sonuglar1 sezondaki influenza
aktivitesine gore yorumlanmalidir. Prevalansin arttig
donemlerde pozitif sonuglarin enfeksiyon kaniti olarak
kullanilabilecegi, ancak negatif sonuglarin enfeksiyon
olasiligini dislayamayacag kabul edilmektedir. Ne zaman
mevsimsel aktivite yiiksekse, RIDT ler gibi orta duyarli-
liktaki testler 6nemli 6l¢iide yanlis negatif sonuglara sahip
olacaktir. CDC, influenzanin klinik bulgular1 uyumlu ise
negatif RIDT sonuglar1 nedeniyle influenza tedavisinin,
ihmal edilmemesini 6nerirl1. Hizli testlerin duyarliligi ve
ozgiillagii ile cesitli hasta gruplarinda ¢ok sayida ¢alisma
yapilmistir. Chartrand ve ark. nin yaptig1 bir metaanalizde
26 hizli influenza tani kitinin test edildigi 159 ¢aligma de-
gerlendirilmis ve toplam duyarlilik %62,3, toplam 6zgiil-
liik ise %98,2 hesaplanmigtir. Duyarliligin gocuklarda ye-
tigskinlere gore daha yiiksek, influenza Ada B'ye gére daha
yiksek bulundugu bildirilmistir'*. SOFIA Influenza A+B

duyarlilik ve 6zgiilliik sirasiyla influenza A igin % 41.5 ve
% 99.2, influenza B i¢in % 37.5 ve % 99.5 olarak hesaplan-
mustir'”. Tiirkiyede yapilan bir ¢aliymada Directigen EZ
Flu A+B (Becton Dickinson) testinin influenza A/B RT-
PCR testine gore duyarliligi %62.5, 6zgiillig %96.2, inf-
luenza A (HIN1) pdm09 RT-PCR testine gére duyarlilig
%63.4, ozgulligi %100 olarak bulunmugtur'®. Berktas ve
ark. ¢alismasinda ise Directigen EZ Flu A+B (Becton Di-
ckinson) kitinin HINT1 i¢in duyarliligi %49, 6zgiilligi ise
%100 olarak bulunmustur’. BD Veritor System Flu A+B
testi, 1. Basamak saglik hizmetinde kullanilmig ve influen-
za A ve B i¢i toplam ortalama duyarlilik %80, 6zgiilliik %94
saptanmis ve oldukga iyi performans gostermistir®. Influ
A&B Respi-Strip (Coris BioConcept, Belcika), SD-Bioline
Influenza Antigen (SD-Standard Diagnostic, Kore), Direc-
tigen EZ Flu A+B (Becton Dickinson), QuickVue Influen-
za A+B (Quidel, Almanya) kitlerinin degerlendirildigi bir
caligmada real-time RT-PCR ile etken saptanan 104 ornek-
ten, Coris Bio Concept kiti ile 33’u (%31.7), SD-Standard
Diagnostic kiti ile 35’i (%33.7), Becton Dickinson kiti ile
52%si (%50) ve Quidel kiti ile 50’si (%48) pozitif bulunmus-
tur?. 2017 yilinda, ABD Gida ve Ila¢ Idaresi (FDA) inf-
luenza hizli tani testleri igin minimum kriterler belirledi.

Buna gore; hizli tani testlerinin, RT-PCR ile karsilastiril-
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diginda, influenza A ve influenza B viriislerinin tespiti igin
%80 duyarliliga, %95 6zgiilliige ulasmasi gereklidir. Pozitif
ve negatif prediktif degerler, test edilen hasta popiilasyo-
nundaki influenza prevalansina bagli olarak 6nemli 6l¢tide
degisir. Grip mevsimi disinda hastalik prevalans: diisiik ol-
dugundan yanlis-pozitif sonuglarin ortaya ¢ikma olasilig
daha yiiksektir, grip mevsiminde yani prevalasin ytiksek
oldugu donemde ise yanlis-negatif sonuglarin ortaya ¢ik-
ma olasilig1 daha ytiksektir. Hastanin klinik 6zelliklerini ve
influenza prevalansini dikkate alinmalidir bulunmugtur11.
Bizim calismamizda Humasis kiti ile Influenza A icin du-
yarlilik %80,99 hesaplanmis ve CDC’nin kriterlerini karsi-
lamig ancak Influenza B igin %68,66 hesaplanarak kriter-
lerin altinda kalmistir. SD ve SD FIA Kkiti ile her iki viriis
icin de duyarlilik %70’in altinda bulunmustur. Ozgiillitk
tiim testlerde %90’1n tizerinde hesaplanmustir. Humasis A
kiti Influenza A testinde diger calismalarla kiyaslandigin-
da oldukga yiiksek duyarlilik gostermistir. Directizen EZ
Grip A ve B (Becton Dickinson, Sparks, ABD), Binax Now
Influenza A / B antijen kiti (Binax, Portland, ABD), Ge-
nedia influenza Ag (Green Cross, Yongin, ROK), Humasis
Grip A / B antijen testi (Humasis, Anyang, ROK) ve SD
Bioline hizl grip kiti (Standart Diagnostics, Yongin, ROK)
sonuglarinin viral kiiltir ve ters transkripsiyon RT-PCR ile
karsilastirildig: bir caligmada 253 hastadan alinan nazofa-
rengeal swab analiz sonuglarina gore bes hizli test kitinin
duyarlilg, influenza A ve B'nin saptanmasi igin sirasiyla%
71.0 ile 82.1 ve% 37.2 ile 47.7 arasinda saptanmuistir. Dire-
ctizen EZ Grip A ve B, Binax Now Influenza A / B antijen
kiti, Genedia influenza Ag, Humasis influenza A /B antijen
testi ve SD Bioline hizli influenza kitlerinin duyarliliklar:
Influenza A igin, sirastyla %82,1, %71,0, 76.1 idi. Sirasiyla,
% 79,1 ve% 82,1; Influenza B icin ise sirasiyla % 40.7, %
37.2,% 40.7,% 41.8 ve% 47.7 bulunmus, 6zgiillik hepsin-
de % 100 bulunmustur. Humasis kitinin ¢aligmamizdaki
sonuglar1 ile bu ¢aligmadaki sonuglar1 arasinda influenza
A icin benzerlik goriinmektedir, ancak kit influenza B i¢in
calismamizda daha iyi performans gostermistir2. Hizl
influenza testleri ile ilgili 2012 yilinda yapilan bir metaa-

nalizde 1879 pozitif ve 3477 negatif 6rnekle yapilmis olan

toplam 17 caligma incelenmis, toplam ortalam duyarlilik

ve ozgullik sirastyla %51 ve %98 hesaplanmistir®.

Humasis kitinin duyarlilig1 diger kitlere oranla daha yiik-
sek saptanirken ozgiilliik tiim kitlerde %90’mn tizerinde
belirlenmistir. Hizli testlerle pozitif sonuglarin saptanmasi
tani koydurucu olmasina karsin, negatif sonuglar hastalig
ekarte ettirmeyeceginden RT-PCR ile dogrulanmas: ge-
reklidir. Bu ¢aligma ile hizli antijen testlerinin, influenza
virtis aktivitesinin yogun oldugu influenza sezonu done-
mi veya salgin durumlarinda influenza viriis enfeksiyonu
tanisinda tarama testi veya destekleyici test olarak kulla-
nilabilecegi sonucuna varilmistir. Duyarlilig yiiksek hizli
tan kitleri ile influenzanin hizli tanisinin, antiviral ilagla-
rin zamaninda kullanimina olanak saglayacagi; bu sayede
hastaligin morbidite ve mortalitesinin azalmasina katki
saglayacag distintilmiistiir. Ayrica bakteriyel {ist solunum
yolu enfeksiyonu 6n tanisi diigiiniilen hastada hizli test ile
influenza viriis pozitifligi elde edilmesi, gereksiz antibiyo-

tik kullanimindan kaginilmasini saglayacaktir.
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