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PANDEMIK INFLUENZA A (HIN1) 2009 ENFEKSTYONLARININ
LABORATUVAR TANISI

LABORATORY DIAGNOSIS OF PANDEMIC INFLUENZA
A(HINI) 2009 INFECTION

Meral AKCAY CiBLAK, Emel BOZKAYA*

Ozet: Yiizyilmn ilk pandemisini yasadigimiz 2009-2010 influenza mevsiminde tedavinin planlanmasi
ve pandemi yayillimimin miimkiin oldugunca yavaslatilabilmesi ancak hizli ve dogru tani ile
miimkiindiir. Bu amagla gliniimiizde en hizli ve dogru tan1 yontemi olan “real- time reverse
transcription- polymerase chain reaction” (rRT-PCR)” referans yontem olarak tiim diinyada yaygin
olarak kullanima girmistir. Ote yandan mevsimsel influenza tamsinda kullanilan direkt
immunofluoresan (DFA), indirekt-immunofluoresan (IFA) ve hizl testler gibi duyarliklar diisiik
testler zorunlu olmadik¢a pandemik influenza enfeksiyonlarin tanisi igin dnerilmemektedir. Ozellikle
hizli testler uygulamadaki kolayliklari ve yarim saat gibi kisa bir stirede sonug vermeleri dolayistyla
pandemi tanisinda giindeme gelmis, ancak yapilan bilimsel ¢aligmalar bu testlerin pandemi tanisinda
kullanilmasinin sakincalarim dile getirmislerdir.

Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Ulusal Influenza Referans Laboratuarinda pandemik influenza
tanis1 CDC tarafindan gelistirilen ve DSO’ niin onayladigi rRT-PCR referans yontemiyle yapilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Pandemik influenza, laboratuvar tani, rRT-PCR, hizli testler

Summary: Fast and accurate diagnosis of influenza virus infections has become one of the most
important components in clinical management and containment of current pandemic. Therefore,
“real- time reverse transcription- polymerase chain reaction” (rRT-PCR)” has become the reference
method for diagnosis of pandemic A (HIN1)2009 due to its ability of generating fast, and accurate
results, in less than 2.5 hours. Virus isolation, direct immunofluorescence (DFA), in-direct
immunofluorescence (IFA) and rapid tests are not recommended for diagnosis of pandemic A(HINT1)
2009 unless necessary. Rapid tests have been considered for use by some diagnostic laboratories due
to their ease of use and generation of fast results. However, scientific reports indicate the low
sensitivity as one of the drawbacks of this method and do not recommend rapid tests for use in
diagnosis of pandemic A (HIN1) 20009.

rRT-PCR method developed by Centers for Disease Control and Prevention and authorized by World
Health Organization (WHO) has been used at Istanbul University, Istanbul Faculty of Medicine,

National Influenza Reference Laboratory since the beginning of the pandemic.
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PANDEMIK A (HIN1) ENFEKSIYONLARINDA TANI

13 Nisan 2009 tarihinde ABD’nin Kalifornia eyaletinin San Diego sehrinde 10 yasinda bir gocuk
ates, Oksiiriik ve kusma belirtileri ile poliklinige bagvurmus ve alinan nazofaringeal siirtintii 6rneginde
influenza A saptanmistir. Ancak A/HIN1, A/H3N2 ve A/H5N1 alt tipleme ¢alismalar1 negatif sonug
vermis; ornek ileri tetkikler yapilmasi amactyla CDC’deki referans laboratuarina ulastirilmis ve
CDC’de yapilan incelemeler sonucunda viriisiin mevsimsel A /HIN1 den farkli genler tastyan “swine
influenza A(HIN1)” oldugu saptanmustir (6). Ayni haftalarda Meksika nin bazi bolgelerinde influenza
benzeri hastalik salginlart meydana gelmis; dizi analizleri bu salginlarin etkeninin California’da
saptanan viriisle ayn1 oldugunu gostermistir (7). Takip eden giinlerde salgin farkli cografyalarda hizla
yayilmaya baslanis ve sonunda DSO, 11 Haziran 2009°da yiizyilmn ilk pandemisini ilan edilmistir
(23). Pandemi ile beraber laboratuarlar hizli, duyarli ve kapasitesi artirilabilir yontem arayisina
girmisti. Bu yazida dogru ornek alimindan baglanarak pandemik influenza A (HINI)
infeksiyonlariin laboratuar tanisinda diinya genelinde ve iilkemizde kullanilan tani yontemleri
gozden gecirilmistir.

ORNEKLERIN ALIMI VE LABORATUARA ULASTIRILMASI

Tiim hastaliklarda oldugu gibi pandemik influenzanin laboratuar tamisinda da 6rnegin kalitesi olduk¢a
onem tasimaktadir. Uygun donemde ve bolgeden almarak, uygun kosullarda laboratuara
ulastirilmayan orneklerde “yanlis” sonug alma riski artmaktadir. Pandemik influenza tanisi i¢in
orneklerin viral atilimin en yogun oldugu hastalik semptomlarmin baslangicindan sonraki ilk ti¢ giin
icinde alinmasi gereklidir. Ancak, zorunlu durumlarda viral atilimin belirtilerin baslangicindan sonra
azalarak da olsa ortalama olarak 7 giin kadar siirdiigli goz oniine alinarak, ilk ii¢ giin i¢inde 6rnek
alinamadiysa belirtilerin baslangicindan sonraki yedi giin i¢inde de Ornek alinabilecegi
bildirilmektedir (8). Viral atilimin 7 glinden fazla siirdiigii durumlarda, 6rnegin oseltamivir tedavisi
goren hastalarda, olasi diren¢ gelisimini de arastirmak amaciyla Ornek alinip laboratuara
ulastirilmalidir (17).

Mevsimsel influenzanin tanisinda oldugu gibi pandemik influenzanin tanisi i¢in de iist solunum
yollarindan alian 6rneklerin uygun oldugu bildirilmistir. Buna gore sirastyla, nazofaringeal siiriintii,
burun siiriintiisii, nazofaringeal aspirat ve brons aspirat1 uygun olan yontemlerdir (24). Dogru
yontemle nazofaringeal 6rnek alimi igin http://content.nejm.org/cgi/content/ful/NEJMe0903992
internet sitesindeki video izlenebilir (1). Pandemik influenza (HIN1) 2009 tanist i¢in Istanbul Tip
Fakiiltesi, Ulusal Influenza Referans Laboratuarinda nazofaringeal siiriintii ve burun siiriintiisii
ornekleri incelenmistir. Ancak, bazi agir olgulardan alinan burun siiriintiisii ve nazofaringeal siiriintii
ornekleri negatif sonug verirken, ayni hastalarin akciger otopsi drneklerinden pandemik A (HINT)
saptanmustir. Singh ve ark. (21) farkl yaglardaki ti¢ hastada nazofaringeal siirlintli 6rneklerini negatif
olarak saptarken bronkoalveolar lavaj (BAL) 6rneklerini pozitif olarak saptadiklarini bildirmistir. Bu
nedenle 6zel durumlarda gerektiginde endotrakeal aspirat, BAL ve balgam 6rnekleri de laboratuara
ulastirilmahdir (8). Influenza viriisleri solunum yollar1 epitel hiicrelerine yerleserek bu hiicrelerde
cogalmakta, viremiye neden olmamaktadir. Bu nedenle solunum yolu 6rnegi disindaki 6rnekler tant
amactyla kullanilmamaktadir. Ornegin kan, tam amagh degil arastirma amactyla serumda akut ve
konvalesan donemlerdeki antikor titresinin karsilastirilmasinda kullanilmaktadir.

Siirtintii 6rnekleri igin kullanilacak ekiiviyonlar PCR inhibitorii igermemelidir. Buna gére, ekiiviyonlar
sentetik uclu (polyester ya da dakron) olmali ve sapi plastik ya da aliminyum olmalidir. Pamuk uglu,
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ahsap sapli ekiiviyonlar 6nerilmemektedir. Kalsiyum alginattan yapilmis ekiiviyonlar ise kesinlikle
kullanilmamalidir (2, 8). Siirtintii 6rnekleri mutlaka 1-3 ml viral transport besi yeri i¢inde laboratuara
ulagtirilmalidir. Ulagimin sorun oldugu durumlarda &rnekler viral transport besi yeri i¢inde, +4 °C’de
en fazla 4 giin saklanabilmektedir. Viral transport besi yeri digindaki besi yerleriyle laboratuara
gonderilen 6rnekler degerlendirilmeye alinamazlar.

TANI TEKNIKLERIi

1. Molekiiler Yontemler: ABD’nin California eyaletindeki indeks vakadan izole edilen influenza
A viriisiiniin dolasimdaki A/HIN1 virtislerinden farkli oldugu dizileme yoluyla anlagilmis ve bu ilk
virlisiin gen dizileri 27 Nisan 2009 tarihinden itibaren A/California/04/2009 olarak NCBI,
GeneBank’ta yaymlanmistir (20). Bunu takiben CDC, DSO, merkezi Londra olan Saglik Koruma
Merkezi (HPA) ve Kanada Halk Sagligi Merkezi gibi kuruluslar mevcut molekiiler yontemleri
gelistirerek, pandemik influenza viriisiiniin tanisi i¢in optimize etmis ve referans laboratuarlariyla
paylasima sunmuslardir. CDC mevsimsel influenza tan1 ve siirveyans caligmalari igin geligtirmis
oldugu “real- time reverse transcription- polymerase chain reaction” (rRT-PCR)” tan1 yontemini
modifiye ederek tani paneline pandemik A(HINT1) 2009 viriisiinii de ekleyerek tani prorokoliinii
iilkemiz dahil bir ¢ok ulusal grip referans merkeziyle paylasmistir. (9).

rRT-PCR yo6nteminin mevsimsel influenza alt tiplerinin yan1 sira HS, H7, H9 gibi alt tipleri
saptamada da duyarliginin ve 6zgiilliiglinlin yiiksek oldugu Monne ve ark. (19) tarafindan
bildirilmistir. Ancak kimi laboratuarlar bu yeni salginla beraber alt yapilarina uygun olarak
molekiiler tan1 yontemi gelistirme ¢abalarina girismislerdir. Dogal olarak gelistirilmeye ¢alisilan
tim molekiiler tan1 yontemlerinde pandemik A(HIN1)2009 virlisiiniin secilen genlerinin
“korunmus” bolgeleri hedef alinarak primer ve prob se¢imi yapilmistir. Hedef olarak cogunlukla
Matriks (M), Hemagliitinin (HA) ve Noraminidaz (NA) genleri kullanilmistir. Bu baglamda ilk
olarak Ellis ve ark. (13) Londra’daki “Health Protection Agency (HPA)” kurumu biinyesinde
bulunan viriis referans laboratuarmin gelistirdigi iki rRT-PCR yontemini, (HPA (H1)v ve HPA
(N1)v) CDC (H1-Swine ) ve Dublin Ulusal Viriis Referans Laboratuarmin Gelistirdigi (S-OIV)
rRT-PCR yoOntemleriyle karsilastirmistir. Bu ¢alismada karsilastirilan tiim yontemlerde iki ucu
isaretli hidroliz problar1 kullanilmaktadir. Sekanslanarak pandemik A (HIN1) 2009 oldugu
saptanan 43 pozitif 42 negatif 6rnekle yaptiklari caligma sonucunda S-OIV metodu tiim pozitif
ornekleri pozitif olarak saptarken, CDC yontemi 4, HPA (H1) 2, HPA(N1) 2 pozitif 6rnegi negatif
olarak saptamustir. 42 negatif 6rnegin tiimii dort yontemle de negatif sonug vermistir. Bu ¢alismada
karsilastirilan yontemlerin duyarlik ve 6zgiilliik agisindan pandemik A(HINT) tanisi i¢in uygun
oldugu belirtilmigtir. Ancak bu testlerin ne kadar silirede sonug¢ verdikleri bu calismada
belirtilmemistir. Bu calismay1 takiben Mahony et al. (18) yayinladiklart makalede laboratuarlarda
mevcut olan yontemlerin modifiye ederek pandemik A (HIN1) 2009 tanisinda kullanilabilir hale
getirilebilecegine vurgu yapmislardir. Bu baglamda Luminex xXTAG Respiratory Viral Panel (RVP)
degerlendirilmistir. XTAG RVP, mevsimsel influenza A, influenza B, H1 ve H3 dahil olmak iizere
toplam 20 solunum yolu viriisliniin ayn1 anda tanis1 i¢in tasarlanmis PCR bazli bir yontemdir.
Pandemik A (HINT1) 2009 oldugu sekanslama ile konfirme edilmis 20 6rnek XTAG ile test edilmis,
hepsi influenza A bakimindan pozitif, H1, H3 dahil olmak tizere diger tiim parametreler agisindan
negatif sonu¢ vermistir. Bu nedenle xXTAG alt yapisi bulunan laboratuarlarda influenza A olarak
saptanan ancak H1, H3 olarak alt tiplemesi yapilamayan 6rneklerin klinik ve epidemiyolojik
bulgularla birlikte pandemik A(HI1N1)2009 acisindan degerlendirilebilecegi vurgulanmustir.
Pandemi yayilmaya devam ettikge yeni pandemik A (HINI1) gen dizilimleri gen bankasina
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bildirilmis ve bir ¢ok farkli aragtirmaci gen bankasindaki bu dizilimleri kullanarak primer ve prob
dizayn ederek duyarlig1 ve 6zgiilliigli yiiksek rRT-PCR metodu gelistirmiglerdir (3, 22).

2. Viriis izolasyonu: Viriis izolasyonu giivenilir bir teknik olmasma ragmen sonug almak i¢in bir kag
giin gerektirmesi nedeni ile pandemik influenza enfeksiyonlarinda tan1 amaciyla kullanilmaktadir.
Mevsimsel influenza i¢in kullanilan Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) hiicre kiiltiirti ya da
embriyonlu yumurta pandemik A (HIN1) i¢in de 6nerilen izolasyon yontemleridir. Ancak mevsimsel
influenza i¢in laminar kabinde ¢alismak yeterli olmasina karsin, pandemik A (HIN1) izolasyon
calismalarinin biyo-giivenlik diizeyi 2 (BSL2) ortamda yapilmasi 6nkosulu getirilmistir (24).

3. Hizh Testler ve Immunfluoresan (DFA) Testler: Mevsimsel influenza A ve B viriislerinin tanisi
icin tasarlanmis duyarliklar segilen ¢alisma grubuna, drnekteki virlis miktarina ve testi uygulayan
kisiye gore degisebilen hizli testlerin, kullanim kolaylig1 ve 15-30 dakika gibi kisa stirede sonug
vermeleri nedeniyle pandemik influenza A(HINT) 2009 viriisiiniin tanisinda kullanimi giindeme
gelmis ve bu konuda bir ¢ok arastirma yapilmistir. Ancak, yapilan ¢aligmalarda farkl testler, farkli
yas gruplari ele alinarak degerlendirildigi i¢in bu ¢aligmalart birbiriyle kiyaslayarak bir sonuca varmak
olast degildir. Ornegin CDC tarafindan yaymlanan ilk raporda hizh testlerin pandemik HIN1
tanisindaki duyarliklarinin %40-69 oraninda oldugu okul salginlarinin irdelendigi ikinci raporda
ayni1 test grubu i¢in bu oranin %47 bulundugu bildirilmistir (4, 5). Bu konuda yapilan ilk ¢alismalarda
Chan ve ark. (10) QuickVue Influenza A+B, Directigen EZ Flu A+B, Espline Influenza A+B ve
Wondfo ticari kitlerin pandemik A/HINT antijeni saptamadaki analitik duyarliklarinin, mevsimsel grip
etkenlerini saptamadaki oran ile esdeger oldugunu belirtmislerdir. Ginocchio ve ark. (14) BinaxNOW
Influenza A+B ve 3M Rapid Detection Flu A+B hizl testlerini DFA ve kiiltiir yontemleri ile
karsilastiklart ¢aligmalarinda, hizli testlerin duyarliklarint %17,8, ozgiilliiklerini %93,6 olarak
bildirmisledir. Kanturvardar ve ark. (16) rRT-PCR referans yontemi ile pandemic A (HINT1) 2009
virlisii agisindan pozitif olarak saptadiklar1 104 6regi farkli markalardaki hizli test yontemleriyle de
test etmisler sonucgta 104 pozitif drnekten A&B Respi-Strip ile 33 (31.7%), SD-Bioline Influenza
Antigen ile 35 (33.7%), Directigen EZ Flu A+B ile 52 (50%) ve QuickVue Influenza A+B ile de 50
(48%) 6rnegi pozitif olarak saptadiklarini bildirmislerdir. DFA yonteminin hizli testlerden daha duyarh
oldugu bildirilmistir (2). Ancak bu testler mikroskop alt yapis1 ve deneyimli personel gerektirmekte
ve ayn1 zamanda bu testlerle influenza viriislerinin alt tipleri saptanamamaktadir. Bu nedenle
pandemik influenza A (HIN1) 2009 tanisi i¢in ilgi gérmemistir. Boggild ve ark. (2) yayinlamig
olduklar1 derlemede pandemik influenza A (HINT) 2009 tanist i¢in kullanilan baz1 yontemlerin
sonuglari Tablo 1’°de 6zetlenmistir.

4. Seroloji: Tan1 amagh kullanilmamakla beraber akut ve konvalesan dénem serumlarinda pandemik
A (HINI1) 2009 antikor titresini arastirmak amaciyla hemagliitinasyon inhibisyon ve
mikronoétralizasyon metodlarindan faydalanilmaktadir. Antikor titresindeki 4 kat ve lizerindeki artis
serokonversiyon olarak kabul edilmektedir (24).

SONUC

Pandemik influenza A (HIN1) 2009 tanisinda niikleik asit bazli testlerin diger tiim yontemlerden
(hiicre kiiltiiri, DFA ve hizli testler) {istiin olduklart yapilan yaymlarda vurgulanmistir. Niikleik asit
testleri hizl, duyarli ve 6zgiilliikkleri yiiksek olup kapasiteleri gerektiginde artirilabilmektedir. Hizli
testlerin pozitif prediktif degerleri (PPV) yiiksek olmasina karsin, negatif prediktif degerleri (NPV)
duistiktiir ve influenza alt tiplerini saptayamamaktadir. Bu nedenle CDC, negatif izl test sonuglarina
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Tablo 1. Pandemik A (H1N1) 2009 influenza viriisiiniin tamisinda kullamilan
yontemlerin performans ozellikleri (2)

Referans Ornek | Degerlendirilen Test Sensitivite Spesifisite PPV | NPV
Sayisi (%) (%) (%) | ()

Vasoo ve ark. 84 Hizh Test, Directigen EZ Flu A+B;
Becton Dickinson, Franklin Lakes,NJ | 46.7 (34.6-59.1) | 100(86.2-100) | 100 89.6
Hizh Test, BinaxNOW Influenza A&B;
Inverness Medical Innovations,Bedford

UK 38.3(27.1-51) 100(86.2-100) | 100 88.2

Hizh Test, QuickVue InfluenzaA+B,;

Quidel, San Diego, CA 53.3(40.9-65.4) | 100(86.2-100) | 100 90.2
Sabetta ve ark. 63 Hizh Test, Xpect Flu A&B; Remel,

Lenexa, KS 47 86 92 32
Faix ve ark. 273 Hizh Test, QuickVue Influenza A+B 51 9 Yok | Yok
Kok ve ark. 174 Hizh Test, QuickVue Influenza A+B 534 100 100 76.2

Ginocchio ve ark. | 288 Hizh Test, BinaxXNOW A&B yada
3M Rapid Detection Flu A+B; 3M,

St Paul, MN 17.8 93.6 774 | 479
DFA 46.7 94.5 913 | 589
R-Mix viral culture, Diagnostic Hybrids
Athens, OH 88.9 100 100 | 879
RT-PCR, Luminex RVP; Luminex,
Austin, TX 97.8 100 100 | 973
Pabbaraju ve ark. | 35 Kilasik RT-PCR ve RVP sonrasi dizileme | 92.9(80.5-98.5) | yok yok | yok
34 CDC- H1 swine RT-PCR 83.3(68.6-93) yok yok | yok
38 In-house HA RT-PCR 95.2(83.8-99.4) | yok yok | yok
36 In-house M1 RT-PCR 90.5(77.4-97.3) | yok yok | yok
38 In-house M2 RT-PCR 97.6(87.4-99.9) | yok yok | yok
20 RT-PCR, Luminex RVP 100 100 yok yok

DFA, direct floresan antijen, HA, hemagliitinin, M1/M2, matriks geni, NPV, negative predictive deger,
PPV, pozitif prediktif deger, RVP, solunum yolu viral panel

gore klinik kararlar alinmasidan kagiilmasi gerektigini vurgulamistir (2, 12, 15). Nitekim hizli test
yapildiktan sonra alt tipleme ve kesin tam i¢in mutlaka RT-PCR yapilmalidir. Ozellikle risk grubunda
ve gebeler i¢in dogru ve zamaninda tan1 koymanin 6nemi diistiniilecek olursa hizli testlerin yarardan
ziyade vakit ve ekonomik kayba yol actiklarini sdylemek yanlis olmaz.

Tiirkiye’deki iki Ulusal Influenza Referans Laboratuarimdan biri olan Istanbul Universitesi, Istanbul
Tip Fakiiltesi Ulusal Influenza Rereferans Laboratuart CDC ile irtibata gegerek pandemik A( HINT)
2009 tanisi i¢in gerekli reaktifleri temin etmis ve 24 Nisan 2009 itibariyle laboratuara ulastirilan
ornekler rRT-PCR ile calisilmaya baslanmistir. CDC yontemi kantitatif one-step probe RT-PCR
(Invitrogen SuperScript™III Platinum® One-Step Quantitative Kit) kullanilarak , 96 kuyucuklu plak
sistemi ile ¢alisan ve dolayisiyla bir defada 20°den fazla 6rnegin test edilebilmesine olanak saglayan
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Applied BiosystemsTM real-time PCR (7000, 7300, 7500), BioRad real-time PCR Detection Systems
(iQ TMya da iQ5TM), ve Stratagene QPCR Instruments (MX4000% MX3000R ya da MX3005%)
PCR cihazlarina uygun olarak optimize edilmistir. CDC yontemi, tanida dort farkli hedef gen
kullanmaktadir: Universal Inf A Matrix Geni (Inf A), A/California/04/2009 Martix Geni (SW InfA),
A/California/04/2009 H1 Geni (SW H1) ve son olarak da 6rnegin insandan ve dogru alindigim teyid
etmek icin Rnase P (RNP) kontrol geni (20). Ornek sonucunun degerlendirilmeye alinmasi ancak
RNP geninin pozitif sonug verdigi durumlarda miimkiin olmaktadir. RNP sonucu negatif olan 6rnekler
degerlendirilmeye alinmazlar. RNP sonucunun pozitif oldugu durumlarda 6rnekler yukarida sayilan
iic parametreden en az ikisinin ( Inf A+SW A, Inf A+SW H1 ya da SWA+SWH1) pozitif oldugu
durumlarda sonug pozitif olarak degerlendirilmektedir.

15 Mayis 2009 tarihinde ise laboratuarimiz Tiirkiye nin ilk “swine influenza” vakasinin (indeks
vaka) tanisin1 koymustur (11). Laboratuarimiz pandemik A(H1N1)2009 tanis1 i¢in CDC rRT-
PCR yéntemini kullanmaya devam etmektedir. Influenza viriisleri biyolojik yapilar1 geregi
devamli mutasyon gecirdiklerinden dolay1 viriislerin yapist devamli olarak incelenmekte ve
rRT-PCR metodu buna gore CDC tarafindan giincellenerek referans laboratuarlarina
iletilmektedir.
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