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OZET

Amag: Influenza A (HINI) pdm09 enfeksiyonunun virolo-
Jik tanist icin revers transkriptaz-polimeraz zincir tepkime-
si (RT-PCR) yontemi referans test olarak kabul edilmekte-
dir. Ancak yiiksek maliyet, ozel altyapi ve deneyimli perso-
nel gereksinimi nedeniyle yalnizca belirli laboratuvarlarda
kullanilabilmektedir. Bu nedenle influenza virus enfeksi-
yonlarmin tanisinda hizli antijen testleri siklikla kullanil-
maktadir. Hizli antijen testlerinin mevsimsel influenza
tanisindaki duyarlilik ve ozgiilliiklerinin degisken oldugu
bilinmektedir. 2009 yilinda influenza A (HINI) pdm09
virusunun ortaya ¢ikmasi ile birlikte, bu testlerin perfor-
manslarmmin yine degerlendirilmesine gereksinim duyul-
mugstur. Bu ¢alismamin amact, influenza A (HINI) pdm09
enfeksiyonu tanisinda hizli antijen testlerini, gercek zaman-
It RT-PCR ile karsilagtirarak, testin duyarlilik, 6zgiilliik ve
prediktif degerlerini belirlemektir.

Gereg ve Yontem: Calismada, Kasim 2009 - Ocak 2010
aylarinda, ¢ocuklardan alinan 68 nazofarengeal aspirat,
hizly antijen tan testi ile influenza A agisindan ve gercek
zamanlt RT-PCR ile hem influenza A/B hem de influenza A
(HINI1) pdm09 viriisii yoniinden incelendi. Sonuglar, anti-
jen testinin performans oOzeliklerini belirlemek amaciyla
karsilastirild.

Bulgular: Hizli antijen testi 26/68 (%38.2) drnekte pozitif
iken, 40 ornek influenza A/B RT-PCR testinde influenza A
pozitif, 41 ornek ise influenza A (HINI) pdm09 pozitif
bulundu. Hizli antijen tam testinin, influenza A/B RT-PCR
testine gore duyarliligit %62.5, 6zgiilliigii 9%96.2, influenza
A (HINI) pdm09 RT-PCR testine gore duyarliligt %63 4,
ozgiilliigii %100 olarak hesapland:. Antijen testinin, influ-
enza A (HINI) pdm09 RT-PCR testine gore pozitif prediktif
degeri (PPD) %100, negatif prediktif degeri (NPD) %64.2
idi.

Sonug: Bu calisma hizli antijen testinin, salgin durumunda
pediyatrik hasta grubunda influenza A (HINI1) pdm09
enfeksiyonunun tanmisinda yardimct olabilecegini goster-
migstir. Ancak, duyarliligin diisiik olmasi nedeniyle negatif
orneklerin RT-PCR ile dogrulanmast gereklidir.

Anahtar kelimeler: Influenza A (HINI) pdm09, izl anti-
Jen tam testi, PCR

SUMMARY

Comparison of Rapid Antigen Test with RT-PCR in the
Diagnosis of Influenza A (HINI1) pdm09 Infection

Objective: Reverse transcriptase polymerase chain reaction
(RT-PCR) is accepted as a reference test for the virologic
diagnosis of influenza A (HINI)pdm09 virus infection. Yet
because of the high cost, the need for special infrastructure
and experienced personnel these tests can only be used in
specific laboratories. As an alternative, rapid antigen tests
have been widely used in the diagnosis of influenza virus
infection. The sensitivity and specificity of rapid antigen
assays in the diagnosis of seasonal influenza are known to
be variable. In 2009, after the emergence of influenza A
(HIN1) pdm09 virus, reevaluation of performance of antigen
tests has been needed. The aim of this study is to compare
the antigen test with real-time RT-PCR in the diagnosis of
influenza A (HIN1) pdm09 infection and to determine the
sensitivity, specificity and predictive values of the test.

Material and Method: In this study, 68 nasopharyngeal
aspirate samples collected from pediatric patients between
November 2009 and January 2010 were tested with a rapid
diagnostic antigen test for influenza A and a real- time RT-PCR
assay which detects both influenza A/B and influenza A (HIN1)
pdm09. Results were compared in order to determine the
performance characteristics of the antigen assay.

Results: Rapid antigen test was positive in 26/68 (38.2%)
of samples while 40 samples were positive for influenza A
with influenza A/B RT-PCR assay and 41 were positive for
influenza A (HINI) pdm09. The sensitivity and the
specificity of the rapid antigen test were 62.5% and 96.2%
compared to influenza A/B RT- PCR and 63.4% and 100%
compared to influenza A (HINI1) pdm09 RT-PCR assay.
Positive predictive value of the antigen test was 100% and
negative predictive value was 64.2% compared to influenza
A (HINI) pdm09 RT-PCR test.

Conclusion: This study showed that rapid antigen test
could be helpful in the diagnosis of influenza virus A
(HINI) pdm 09 infection in pediatric patients during an
epidemic. Nevertheless, because of its low sensitivity,
negative results should be confirmed with RT-PCR.
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GIRIS

2009 yil1 Nisan ayinda ilk kez Amerika’da sap-
tanan influenza A (HIN1) pdm0Q9 virusu hizla
tiim diinyaya yayilmistir. influenza A enfeksiyo-
nunun hizli tanisi, antiviral tedavinin baglanmasi
ve enfeksiyon kontrol dnlemlerinin alinabilmesi
acisindan 6nem tasimaktadir. Hiicre kiiltiiriiniin
yant sira revers transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) influenza virus enfeksi-
yonlarinin tanmisinda duyarli ve 6zgiil olmasi
nedeniyle referans test olarak degerlendirilmek-
tedir. Ancak RT-PCR yontemi pahalidir, 6zel
ekipman ile personel gerektirir ve sonug¢lanmasi
yaklagik 4-6 saat alir'?, Kaset esasli tam otoma-
tik PCR testleri, klasik PCR yontemlerinden hiz,
kolaylik, altyapt gereksinimi acisindan {istiin
olmakla birlikte maliyet hala 6nemli bir kisitla-
yic1 faktordiir.

Hizli antijen tani testleri, influenza virus enfek-
siyonlarinin tanisinda, hizli, kolay olmasi ve
klinik karar vermede yardimeci1 olabilmesi nede-
niyle kullanilmaktadir. Hizl1 antijen testlerinin
en Onemli dezavantaji, duyarhiliklarinin diistik
olmast nedeniyle enfeksiyon olasiligini digla-
mada yetersiz kalmalaridir®. Hizli antijen test-
lerinin mevsimsel influenza tanisindaki duyar-
Iilik ve ozgiilliikleri degiskenlik gosterebilmek-
te olup, sirasiyla %60-83 ve %90-95 civarinda
rapor edilmektedir®. Yeni genomik ve antije-
nik oOzellikler gosteren influenza A (HIN1)
pdmO09 virusunun ortaya ¢ikmasi ile birlikte,
hizli antijen testlerinin pandemik virusun tani-
sindaki duyarlilik ve 6zgiilliiklerinin degerlen-
dirilmesine gereksinim duyulmustur. Influenza
A (HINT) pdmO09 virus salgin1 sirasinda antijen
testlerinin duyarliliginin %18 ile %77 arasinda
oldugu bildirilmistir®. Influenza A (HINT1)
pdmO09 virusu halen mevsimsel influenza virus-
larindan biri olarak 6nemini korumakta, kuzey
yarimkiirede i¢inde bulundugumuz 2015-2016
influenza sezonunda baskin virus olarak
saptanmaktadir®. Bu c¢alismada, influenza A

(HIN1) pdm09 virusu enfeksiyonu tanisinda
hizli antijen tani testi ile gercek zamanl
RT-PCR testi karsilagtirilarak, antijen testinin
duyarlilik, 6zgiilliik ve salgin donemindeki pre-
diktif degerleri belirlenmistir.

GEREC ve YONTEM

Kasim 2009 ve Ocak 2010 tarihleri arasinda,
Dokuz Eyliil Universitesi Hastanesi Merkez
Laboratuvari’na gonderilen, tamami cocuklar-
dan alinan 68 adet nazofarengeal aspirat, hizli
antijen tani testi (Becton Dickinson Directigen
EZ Flu A+B, Almanya) ve gercek zamanl
RT-PCR testi (Artus Influenza/H1 LC/RG
RT-PCR Kit, Qiagen, Almanya) ile mevsimsel
ve influenza A (HIN1) pdm09 virus pozitifligi
acisindan degerlendirildi. Antijen testi, viral
niikleoprotein antijenleri saptamakta, influenza
A ve B ayrimini yapabilmekteydi. Testler, tireti-
cilerinin Onerileri dogrultusunda calisildi.
Kullanilan RT-PCR kiti, influenza A/B ve influ-
enza A (HIN1) pdm09 saptamasini ayr1 tiiplerde
yapmakta, ayrica internal kontrol icermekteydi.
Testte amplifikasyon ile elde edilen hedef bolge-
leri, influenza A i¢in 143 bp, influenza B i¢in 94
bp, influenza A (HIN1) pdm0O9 i¢in hemaglii-
tinin-1 genom bolgesine ait 80 bp’lik fragman-
lardi. Niikleik asid ekstraksiyonu 200 mikrolitre
ornek ile High Pure Viral RNA Kit (Roche
Diagnostics, Mannheim, Almanya) kullanilarak
yapildi. RT-PCR testi Rotor-Gene 6000 (Corbett
Research, Qiagen, Almanya) cihazinda gercek-
lestirildi.

BULGULAR

Altmis sekiz 6rnegin, 26°s1 hizh antijen testi ile
40’1 influenza A/B RT-PCR testi ile influenza A
pozitif bulundu. Hizli antijen tani testi ile pozitif
bulunan Orneklerden bir tanesi influenza A/B
RT-PCR testinin influenza A/B saptama kismi
ile negatif bulunurken, influenza A (HIN1)
pdmO09 kismu ile pozitif saptandi (Tablo 1 ve
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Tablo 1. Antijen testi ile influenza A/B RT-PCR testi sonuclarmin karsilastirilmasi.

influenza A RT- PCR testi pozitif influenza A RT-PCR testi negatif Toplam
1nﬂuenza A antijen testi pozitif 25 1 26
Influenza A antijen testi negatif 15 27 42
Toplam 40 28 68

Tablo 2. Antijen testi ile pandemik influenza A (HIN1) pdm09 RT-PCR testi sonuclarmin karsilagtirilmasi.

HIN1/09 RT-PCR pozitif HIN1/09 RT-PCR negatif Toplam
1nﬂuenza A antijen testi pozitif 26 0 26
Influenza A antijen testi negatif 15 27 42
Toplam 41 27 68

Tablo 2). Hizli antijen tani testinin, influenza
A/B RT-PCR testine gore duyarlilifi %62.5,
ozgiilligi %96.2, influenza A (HIN1) pdmO9
RT-PCR testine gore duyarliligi %63 .4, 6zgiillii-
§ti %100 olarak hesaplandi. Antijen testinin,
influenza A (HIN1) pdm09 RT-PCR testine gore
pozitif prediktif degeri (PPD) %100, negatif
prediktif degeri (NPD) %64 .2 idi.

TARTISMA

Influenza virus enfeksiyonlarinin tanisinda anti-
jen/antikor testleri, hiicre kiiltiirii ve RT-PCR
gibi bir¢ok yontem kullanilmaktadir”®. Bunlar
arasinda hiicre kiiltiirii ve RT-PCR altin standart-
tir. Influenza A (HIN1) pdm09 virusunun yay1l-
mast ile birlikte RT-PCR, o6zgiil, duyarli ve
hiicre kiiltiiriinden daha hizli tan1 sagladigi igin
referans yontem olarak kabul edilmigtir?.
Ancak influenza enfeksiyonu tanisinda antijen
testleri, 6zellikle salginlar sirasinda ve RT-PCR
testi kullanma olanaginin saglanamadigi durum-
larda, hizli ve kolay uygulanabilmeleri nedeniy-
le birgok merkez tarafindan kullanilmaktadir. Bu
testlerin duyarlilik ve ozgiilliikleri, optimize
edildikleri mevsimsel influenza tanisi i¢in bilin-
mekle birlikte, farkli antijenik 6zellikler goste-
ren suglarda yeniden degerlendirilmeleri gerek-
mektedir. influenza A (HIN1) pdm09 virusunun
yayilmasi ile birlikte, bu etkeni saptamadaki
performanslart giindeme gelmis ve farkli ticari
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antijen testleri ile, degisik yas ve hasta grupla-
rinda ¢aligmalar yapilmigtir. CDC’nin konuyla
ilgili olarak yayinladig1 ilk ¢calismada, hizli test-
lerin duyarliliklarinin %40-69 arasinda oldugu
bildirilmis, iki okul salgininda bu oran %47 ola-
rak saptanmistir®'V. Influenza A (HIN1) pdm09
salgimi sirasinda yapilan ¢esitli calismalarda,
antijen testlerinin duyarliligimin %18 ile %77
arasinda oldugu bildirilmistir®. Calismamizda,
“Directigen EZ Flu A+B Test” hizli antijen tani
testinin, mevsimsel influenza A RT-PCR testine
gore duyarliligi %62.5, 6zgiilligi %96.2 olmus,
influenza A (HIN1) pdm09 RT-PCR testine gore
ise duyarlilikta 6nemli bir degisiklik olmazken,
ozgiillik %100’e yiikselmistir. Salginin merke-
zimizde tepe yaptig1 aylarda gergeklestirilen bu
calismada, influenza A (HIN) pdm09 RT-PCR
testi esas alindiginda, antijen testinin pozitif pre-
diktif degeri %100, negatif prediktif degeri
%64 .2 olarak bulunmustur. “Directigen EZ Flu
A+B Test” hizli antijen tani testi ile ilgili olarak
yurt ici ve yurtdisindan yapilmis olan bagka
calismalar da bulunmaktadir. Berktas ve
ark.’nin""? acil servise influenza A enfeksiyonu
siiphesi ile bagvuran 52 hastada yapmis oldugu
caligmada, antijen testinin duyarlilifi %49,
ozgiilliigii %100 olarak bulunmustur. Istanbul
Universitesi  Ulusal Influenza Referans
Laboratuvari’nda yapilan caligmada ise RT-
PCR ile influenza A (HIN1) pdm09 pozitifligi
saptanan 104 6rnegin %50’si “Becton Dickinson”
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hizli antijen testi ile pozitif bulunmugtur?.
Diinyada “Directigen EZ Flu A+B Testi’nin de
icinde bulundugu farkli antijen testleri ile farkl
hasta gruplarinda yapilan calismalarda, hizh
antijen testlerinin influenza A (HIN1) pdmO9
saptamadaki duyarhiliklarinin %10-70 arasinda
degistigi, ozgiilligiin ise %95-100 arasinda
oldugu bildirilmistir*'?. Hizli antijen testlerinin
performanslarimi etkileyen faktorler; kullanilan
testin Ozellikleri, virusun antijenik 6zellikleri,
ornek tipi ve enfeksiyonun hangi doneminde
alindig1 (icerdigi virus miktari), popiilasyonun
yapist, enfeksiyonun prevalansi, yontemin dogru
uygulanip uygulanmadigi, transport sivisi kulla-
nilip kullanilmadig1 (diltisyon faktorii) olarak
siralanmigtir®*® . Caligmalar, 6zgiilliiglin duyar-
liliktan daha iyi oldugunu gostermektedir. Bu
nedenle, 6zellikle prevalansin arttig1 donemler-
de pozitif sonuglarin enfeksiyon kaniti olarak
kullanilabilecegi, ancak negatif sonuglarin
enfeksiyon olasiligini diglayamayacagi kabul
edilmektedir.

Calismamizdaki 6rneklerin tamami ¢cocuk hasta-
lardan elde edilmistir. Cocuk hastalarla yapilan
calisma sayis1 smirlidir. Ispanya’da 140 ¢ocuk
hastada, RT-PCR ile “Directigen EZ Flu A+B
Testi”ni karsilagtiran bir calismada, bulgularimi-
za benzer olarak, duyarlilik %70.4, o6zgilliik
%100, NPD %76.6 ve PPD %100 olarak rapor
edilmistir™®. Merkezimizden 2009 yilinda yapi-
lan ve influenza A antijeni pozitif pediyatrik
hastalarin klinik o6zelliklerini degerlendiren bir
calismada, =39°C ates, miyalji, kusma-ishal bul-
gularin1 gosteren c¢ocuklarda antijen testinin
pozitif saptanma olasiliginin arttigr bildiril-
mistir®,

Sonug olarak, ¢alismamiz, hizli antijen testleri-
nin pediyatrik hasta grubunda taniya yardimci
olarak kullanilabilecegi gostermistir. Calismanin
yapildigi donemde antijen testinin yalanci pozi-
tifliginin olmamasi, ancak duyarliliginin diisiik
olmasi, antijen pozitif olgularin enfekte olarak

kabul edilebilecegini, ancak negatif orneklerin
RT-PCR ile dogrulanmasi gerektigini goster-
mektedir. Prediktif degerler enfeksiyonun preva-
lanst ile degiskenlik gosterdigi i¢in, caligmamiz-
da elde edilen prediktif degerlerin, ¢aligmanin
yapildig1 pandeminin tepe donemine ait oldugu
dikkate alinmalidir.
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