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Pandemik Influenza A (H1N1) Tanisinda
Directigen™ EZ Flu A+B Hizli1 Antijen
Tan1 Testinin Degerlendirilmesi

Assessment of Directigen™ EZ Flu A+B Rapid
Antigen Diagnostic Test for

Pandemic Influenza A (HIN1)

OZET Amag: 2009 y1h yaz aylarinin baslangicinda Giiney yarim kiirede goriilmeye baglanan pandemik inf-
luenza A (HIN1) olgular, kis aylarina girdigimiz bu giinlerde Kuzey yarim kiirede de giderek fazla say1-
da gozlenmeye baslanmistir. Yeni antijenik yapisi nedeniyle saptanmasinda zorluklar yasanan bu viral
hastaligin tanisinda kullanilmak tizere az say1ida bazi tani testleri gelistirilmistir. Bu testlerden molekiiler
yontemlerle ¢alisanlarin duyarhilik ve 6zgillitklerinin yiiksek olmalarina karsin pahali testler olmalar:
yaygin kullanimlarina imkan vermemektedir. Bu testlere alternatif olarak gelistirilen hizl testler ise ucuz
olmalarina karsin duyarhliklar: nedeniyle elestirilmektedirler. Bu ¢alismada hizhi tam testlerinden biri
olan Directigen EZ Flu A+B testinin pandemik influenza A (H1N1) enfeksiyonu tanisindaki yeri arastiril-
mugtir.Gereg ve Yontemler: Pandemik influenza A siiphesi acil servise bagvuran veya kliniklerde yatan 52
hastadan eszamanli alinan nazofarengeal ve bogaz siiriintii 6rnekleri, hizhi Directigen EZ Flu A+B antijen
testi (Becton Dickinson, USA) ile birlikte Infl./H1 LC/RG Real Time-PCR testi (Kit, Qiagen, Rotor-gene
Q, Japan) ile cahisilmistir. Bulgular: Caligmaya alinan toplam 52 hastanin 17 (%33)’sinde Directigen TM
EZ Flu A+B ile 35 (%67)’inde ise real time-PCR ile pozitiflik saptanmistir. PCR ile HIN1 pozitif saptanan
35 hastanin 17 (%49)’sinde hizli tam testi ile influenza A pozitif saptanmis, PCR testi ile negatif saptanan
tiim olgularda hizl tan testi de negatif sonug vermistir. Directigen TM EZ Flu A+B testinin HIN1 i¢in
duyarhiligr %49, 6zgiilliigi ise %100 olarak bulunmustur. Sonug: Directigen TM EZ Flu A+B testi,
pandemik influenza A (HIN1) hastaliginin tanisinda tarama ve 6n tam testi olarak kullanilabilir. Pozitif
sonuglar tan1 koydurucu olmasina karsin negatif sonuglarin molekiiler mikrobiyolojik yéntemlerle
dogrulanmas: gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Influenza A viriisii; HIN1 alttip; polimeraz zincir reaksiyonu

ABSTRACT Objective: Pandemic influenza A (HIN1) cases that has begun to be seen in Southern hemi-
sphere at the beginning of summer 2009 is gradually increasing also in Northern hemisphere nowadays,
at the beginning of winter. A few diagnostic tests have been developed for diagnosis of this viral disease
that is difficultly detected due to its novel antigenic structure. Although sensitivity and specifity of these
molecular tests are high, they may not commonly be used as they are expensive. Rapid tests that have
been developed alternatively to these tests are criticized because of their low sensitivity although they are
cheap. In this study, effectiveness of Directigen EZ Flu A+B test, one of the rapid tests, was investigated
for diagnosis of pandemic influenza A (HIN1). Material and Methods: In the study, nasopharyngeal and
pharyngeal smears concurrently obtained from 52 patients who were admitted to our hospital with sus-
picion of pandemic influenza were examined using Infl./H1 LC/RG Real Time-PCR test (Kit, Qiagen,
Rotor-gene Q, Japan) together with rapid Directigen EZ Flu A+B antigen test (Becton Dickinson, USA).
Results: Positivity was detected with Directigen TM EZ Flu A+B in 17 (33%) out of 52 patients included
in the study and in 35 (67%) with RT-PCR. Influenza A was detected to be positive with rapid diagnos-
tic test in 17 (49%) of 35 patients in whom H1N1 was detected to be positive with PCR and rapid test re-
sults were negative for all patients whose results were negative with PCR. Sensitivity of Directigen TM
EZ Flu A+B test for HIN1 was found as 49% and specifity was found as 100%. Conclusion: According to
these results, we may conclude that Directigen TM EZ Flu A+B may be used as a screening and prediag-
nosis test for diagnosis of pandemic influenza A (HIN1). Although positive results are diagnostic, nega-
tive results should be confirmed with molecular microbiologic methods.

Key Words: Influenza A virus; HIN1 subtype; polymerase chain reaction
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Control and Prevention (CDC), Diinya Saglik
Orgiitii (DSO)’ye iki ¢ocuk hastada domuz
kaynakli influenza A (H1N1) viriisii tespit ettigini

1 5 ve 17 Nisan 2009’da Centers for Disease

bildirmistir.! Bu viriisiin insan veya domuz influ-
enza viruslerinde daha 6nce tespit edilmeyen bir
gen segmentine sahip oldugu belirlenmistir. Influ-
enza A (HIN1) virtisii bu ilk bildirimden bir ay gi-
bi kisa bir siire icinde (May1s ayinda) Meksika ve
Kanada disinda birgok iilkede daha tespit edilmis-
tir.2 Insandan insana bulas sonucu hizla tiim diin-
yaya yayilmgtir.® Farkli genetik ve antijenik
ozelligi bu viriise yiiksek bir enfeksiyon insidansi
kazandirmis ve daha 6nceki mevsimsel grip enfek-
siyonlarindan farkl bir epidemiyolojik profil olus-
turmasina neden olmustur.*

Influenza viriisleri, Orthomyxoviridae ailesin-
de yer alan RNA viriisleridir. Viriis iki molekiiler
ozelliginden kaynaklanan farkl bir genetik varyas-
yon kapasitesine sahiptir. ilki, viriis yiizey protein-
lerinin oldukca degisken olmasi, digeri ise viral
genomik yapinin genetik olarak birbirinden bagim-
s1z sekiz segmentten olusmasidir.®

Tiirkiye’de ilk influenza A HIN1 (pandemik in-
fluenza) olgusu 6 Mayis 2009°da tespit edilmisgtir.
Pandemik influenzaya bagli ilk dliim ise 25 Ekim
2009’da Ankara’da gerceklesmistir. Saglik Bakanlig
15.12.2009 tarihi itibariyle pandemik influenza en-
feksiyonuna bagh olarak tilkemizde 450 civarinda 6-
liim gergeklestigini bildirmistir. DSO ayni dénem iti-
bariyle yaklasik 350000 kanitlanmis olgu varligini ve
10000’in iistiinde 6liim gergeklestigini bildirmistir.

Hizli influenza antijen testlerinin dakikalar
icinde sonug vermeleri énemli bir avantajdir. An-
cak bu testler influenza A ve influenza B arasinda
ayirim yapabilirken influenza A’nin alt tipleri hak-
kinda bir fikir vermezler.® Hizli influenza antijen
testlerinin dogrulugu hiicre kiiltiirii ve polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) gibi altin standard testle-
re gore diisliktiir. Referans testler ile karsilastiril-
diginda, bu testlerin o6zgiilliikleri yiiksek, duyar-
liliklar ise diisitk oranlarda ve genis bir aralikta bil-
dirilmektedir.”

Bu ¢alismada eszamanl aldigimiz nazofaren-
geal ve bogaz siiriintii 6rneklerinden BD Directi-
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gen ™EZ Flu A+B testi ile real time-PCR sonugla-
rinin kargilagtirilmasi ve dakikalar i¢inde sonug ve-
ren hizli antijen testinin duyarlilik ve 6zgulli-
giiniin belirlenmesi amaglanmaistir.

I GEREC VE YONTEMLER
HASTALAR VE KLINiK ORNEKLER

Pandemik influenza A stiphesi acil servise bagvu-
ran veya kliniklerde yatan toplam 52 hastadan es
zamanh nazofarengeal ve bogaz siiriintli 6rnekleri
alindi. Her hasta i¢in alinan iki 6rnek ayni viral ta-
sima besiyerine konuldu. Viral tasima besiyerine
alinan 6rnekler hizlica laboratuvara ulastirilarak
Becton Dickinson Directigen EZ Flu A+B (Becton
Dickinson and Company, Sparks, Maryland) ile ¢a-
lisildi. Geriye kalan numuneler 4°C’de bekletildi.
Biriktirilen numuneler aynm giin Qiagen EZ1 Virus
Mini Kit v2.0 ile Qiagen EZ1 advanced cihazinda
izole edildi. Elde edilen izolatlar Real Time-PCR
(Infl./H1 LC/RG RT-PCR Kit, Qiagen, Rotor-gene
Q, Japan) ile ¢aligildi.

REAL TIME PCR

Artus Infl./H1 LC/RG real time-PCR Kkiti; revers
transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesi (RT-
PCR) yontemi ile Influenza A ve B viral RNA’s1ile
beraber yeni influenza A (H1N1) viral RNA (2009
HINI1 viriis) tanimlamasini da yapabilmektedir.
Kit icinde; Influenza virus A genomunun 143 baz
ciftlik bolgesinin, Influenza virus B genomunun 94
baz ¢iftlik bolgesinin ve 2009 HIN1 viriisiiniin 80
baz ciftlik bolgesinin spesifik amplifikasyonu igin
reaktif ve enzimler bulunur. Kit ayn1 zamanda
muhtemel PCR inhibisyonunu tanimlayabilmek
i¢in ikinci bir heterolog amplifikasyon sistemi ice-
rir.

Qiagen EZ1 advanced cihaz1 ile RNA izolas-
yonu yapilan numunelerden 5 pl alinarak Influen-
za Master, Influenza Mg-Sol ve Influenza internal
control karigtirilarak hazirlanan 15 pl master mix
ile PCR tiipiinde karigtirildi. Pozitif kontrol i¢in kit
icinde saglanan 5 pl Influenza control, negatif kon-
troli¢in 5 pl su kullanildi. Rotor Gene 6000 cihazi,
95°C 2 sn, 60°C 12 sn ve 72°C 10 sn’den 45 siklus
olacak sekilde programlanip caligtirildi, amplifi-
kasyon sonucu ortaya ¢ikan floresan ol¢timler ile
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tepkimeler gercek zamanl olarak izlenerek sonug-
lar kaydedildi. Yesil kanal (numune) ve turuncu
kanalin (internal kontrol) her ikisinde birden tep-
kime pozitif sonug olarak degerlendirilirdi. Yesil
kanalda sinyal yokken turuncu kanalda sinyal go-
rilmesi negatif sonug olarak degerlendirildi. Her
iki kanalda da sinyal olugsmamasi durumunda so-
nu¢ degerlendirilemeyeceginden test tekrar edildi.

HIZLI ANTIJEN TESTI

Hastadan alinan nazofarengeal ve bogaz siiriintii
ornekleri viral tasima besiyerine alindiktan sonra
iiretici firmanin prosediirii dogrultusunda bir tiipe
dért damla Reagent E damlatildi. Orneklerin ko-
nuldugu viral tasima besiyeri vortekslendikten son-
ra pipetle 300 pl 6rnek alinarak Reagent E bulunan
tiipe konuldu. Bir dakika bekledikten sonra yeni
karisimdan tizerinde A ve B i¢in kuyucuk bulunan
kart testin her kuyucuguna ticer damla damlatilda.
Sonuglar 15 dakika sonra degerlendirildi. Deger-
lendirmede kontrol ¢izgisinin disinda kirmizi-mor
bir ¢izginin varhig: pozitif kabul edildi.

ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Ct (esik deger siklusu) degeri bakimindan tanimla-
yict istatistikler; ortalama, ortanca deger, standart
hata ve %325 ile %75 persentil (yiizdelik) olarak ve-
rilmistir. Ct i¢in Kolmogorov-Smirnov testi ile ya-
pilan normallik testi sonucunda, normal dagilim
gostermedigi tespit edilmis ve iki grubu karsilastir-
mada Mann-Whitney U testi kullanilmigtir. Hesap-
lamalarda istatistik anlamlilik diizeyi %1 olarak
alinmis ve hesaplamalarda SPSS istatistik paket
programi kullanilmistir.

Bu ¢alisma, Helsinki Deklerasyonu 2008 pren-
siplerine uygun olarak yapilmigtir.

I BULGULAR

Calismaya alinan toplam 52 hastanin 35 (%67)’i re-
al time-PCR, 17 (%33)’si ise Directigen™ EZ Flu
A+B testi ile influenza A HIN1 pozitif olarak tespit
edildi. Directigen™ EZ Flu A+B testi ile pozitif tes-
pit edilen 17 hastanin tamam real time-PCR ile de
pozitif saptandi. Ancak real time-PCR ile pozitif
saptanan 35 hastanin sadece 17 (%49)’si Directi-
gen™ EZ Flu A+B testi ile pozitif bulundu. Altin
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standart test olarak kabul edilen real time-PCR te-
mel alindiginda Directigen™ EZ Flu A+B testinin
duyarhilig1 %49, 6zgiilligi ise % 100 olarak bulun-
du (Tablo 1).

Real time-PCR yo6nteminde elde edilen esik
deger siklus (Ct=cycle threshold) sayis1, reaksiyon
icinde olusan floresansin, belirlenmis bir esik de-
geri kestigi siklus sayis1 olarak tanimlanmakta ve
her 6rnekte bulunan viral RNA miktarinin rolatif
kantitasyonu hakkinda bilgi vermektedir.

Esik deger siklus sayis1 (Ct) agisindan; Directi-
gen™EZ Flu A+B ve real time-PCR testleri pozitif
saptanan hastalarin Ct sayilar1 15-27 (ortalama
20.35 Ct) arasinda, Directigen™ EZ Flu A+B nega-
tif ancak real time-PCR testi pozitif hastalarin Ct
sayilar1 ise 19-36 (ortalama 26.22 Ct) arasinda tes-
pit edildi (Tablo 2, 3).

Esik deger siklus sayus1 arttikga viral yiikiin diis-
tigi bilindiginden ¢alismamizda Directigen™ EZ
Flu A+B testinin viral yiikii yiiksek hastalarda daha
duyarl oldugu gozlendi. Nitekim yapilan istatistik-
sel degerlendirmede, negatif ve pozitif 6rneklerdeki
Ct sayilar: ortalamalar: arasindaki farkin istatistiksel
acidan anlamh oldugu (p< 0.001) goriildi (Tablo 4).

[ SONUC

Pandemik influenzanin 6zellikle risk gruplarinda
morbiditesi ve mortalitesi yiliksektir. Klinik bulgu-
larla ayirimi zor olan bu viriisiin toplum saglig: ve
hastaligin izlenmesi i¢in tanimlanmasi gerekmek-
tedir. Pandemik influenza ile ilgili epidemiyolojik
verilerin hizla elde edilebilmesi i¢in erken tani cok
onemlidir.®

Geleneksel virolojik tani yontemleri pahali,
karmagik ve zaman alici yontemlerdir. Bu durum
yeni ve hizli tan1 yontemlerinin gelistirilmesini ge-

TABLO 1: Hizli test ve real time-PCR caligilan hastalarin
degerlendirilmesi.

PCR negatif PCR pozitif Toplam
Flu A+B negatif 17 18 35
Flu A+B poxzitif - 17 17
Toplam 17 35 52

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu.

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2011;31(3)
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TABLO 2: Gergek zamanli-PCR ve DirectigenTM EZ Flu A+B testi pozitif dreklerin Ct diizeyleri.

Omek | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 | Ort
Ct 18 | 26 | 20 | 27 | 25 | 18 | 19 | 19 | 25 | 15 | 19 | 24 | 18 | 20 | 17 | 17 | 19 (20,35
PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu; Ct: Esik deder siklusu.
TABLO 3: Gergek zamanli -PCR ve DirectigenTM EZ Flu A+B testi pozitif drneklerin Ct diizeyleri.
Omek | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12 | 13| 14 | 15| 16 | 17 | 18 | Ont
Ct | 23|26 |30 |19 |31 |24 |23 |24 |32 |25 |27 |19 |27 | 36 | 28 | 27 | 24 | 27 |26,22
PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu; Ct: Esik deger siklusu.
TABLO 4: . CT igin gruplara gore tanimlayici istatistikler ve karsilastirma sonuclari.
Pozitif Negatif
Medyan Ortalama St.Hata  St.Sapma %25 %75 Medyan Ortalama St Hata St.Sapma %25 %75 P
CT 19.00 20.35 0.87 3.60 18.00  24.00 26.50 26.22 1.01 429 2400  28.00 <0.01

Ct: Esik deger siklusu; St: Standart.

rektirmektedir. Hizli tan testlerinin bir diger ge-
rekliligi de ozellikle ¢ocuklarda influenzaya bagh
enfeksiyonlarda antibiyotik kullanimi gibi uygun-
suz tedavilerden kacinmaktir.® Influenza hizl tam
testine yer verilmesi ile yapilacak ileri tetkik say1-
sinin azaltilmasi ve hastanede gereksiz yatislarin
azalabilecegi bildirilmektedir."

Influenza testlerinin performansini viral yiik
diizeyi, enfeksiyondan ne kadar sonra alindig, 6r-
negin kalitesi ve tiirii gibi bircok faktor etkiler. Ya-
pilan calismalarda insanlarda influenzaya bagh
enfeksiyonlarda viral yiikiin bogaz veya alt solu-
num yolu 6rneklerinde daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Influenza A (HIN1)’e bagli insan enfek-
siyonlarinda tani testleri i¢in nazofaringeal veya
nazal ornekler gibi geleneksel bir yontemin tercih
edilmesi 6nerilmektedir. Hizli tan1 testlerinin co-
gu influenza niikleoproteinlerine kars1 nispeten ko-
runmus antikor temelinde ¢aligirlar. Ancak bazi
suslar arasindaki niikleoprotein genlerinde genetik
degisiklikler oldugu, insan mevsimsel HIN1 ile
H3N?2 viriisleri arasinda %7-8 oraninda bir amino-
asit farklilig1 ve domuz kaynakli HIN1 viriisti ile
insan kaynakli HIN1 viriisleri arasinda niikleopro-
teinlere kars1 %10 oraninda bir farklilik oldugu bil-
dirilmektedir."! Bu durum mevsimsel influenza i¢in

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2011;31(3)

diizenlenmis hizli antijen testleri ile HIN1 i¢in
yanlis negatif sonugclar alinmasina sebep olabilir.

Influenza hizli antijen testleri ile referans test
sonuglarinin karsilagtirildig: caligmalarda hizl test-
lerin duyarliligy disiik, 6zgulligu yiiksek olarak
bildirilmektedir. Aragtirmacilar hiicre kiltiirt ve
PCR ile karsilagtirilan ¢aligmalarda influenza hizh
antijen testleri i¢in duyarlilig1 %27-70, 6zgiilligi
ise %95-100 araliginda vermektedirler.”'*'3 Faix ve
ark., pandemik influenza A enfeksiyonlarinda hiz-
L1 testler i¢in duyarliligs %63, 6zgiilligi ise % 95
oraninda bildirmislerdir."? Uyeki ve ark. ise ti¢ fark-
L1 bolgeden gelen numuneleri QuickVue Influenza
A+B Test (Quidel) ile ¢calismigtir. Real time-PCR ve
hiicre kiiltiiri ile karsilagtirilan influenza hizl tes-
tin duyarliligs %27, 6zgiilliigii ise %97 olarak bu-
lunmusgtur.” Hurt ve ark. hiicre kiiltiiri ile bes hizh
antijen testini (Binax Now Influenza A&B, Direc-
tigen EZ Flu A + B, Denka Seiken Quick Ex-Flu,
Fujirebio Espline Influenza A&B-N, and Quidel
QuickVue Influenza A + B Test) karsilastir-
mugtir. Hizli influenza testinin duyarliliklar: %67-
71, ozgiilliikleri %99-100 olarak birbirine yakin bu-
lunurken bir testte ise (Rockeby Influenza A
Antigen Test) olduk¢a diistiik oranda (%10) duyar-
lilik, % 100 6zgiillikk saptanmugtar.'
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Calismalar hizli influenza testlerinin genis bir
duyarhlik aralig oldugunu géstermektedir. Ozgiil-
ligiin yliksek olmasi da bu testleri degerli kilmak-
tadir. Viral yiikiin 6nemli oldugu bu hizh testlerde
duyarlhiligin testin kalitesi ile iligkili oldugu disii-
niilmektedir. Ug farkli influenza hizli antijen tam
testi (Binax Now, BD Directigen EZ ve Quidel Qu-
ickVue) ile yapilan bir ¢alismada, Directigen EZ
Flu A+B (Becton Dickinson, USA) kitinin HIN1
dahil, daha diisiik viral yiik (<10° TCID5)/ml) dii-
zeyindeki influenza A viriistinii tespit edebildigi
belirtilmigtir.!

Sonug olarak pandemik influenza enfeksiyon-
larinin tanisinda hizh antijen testlerinin kisa siire-
de sonug vererek klinigi yonlendirmesi 6nemli bir

avantajdir. Alinan pozitif sonuglar ile gereksiz tet-
kik yapilmas1 ve uygunsuz antibiyotik kullanimi-
nin azaltilmasi saglanabilir. Ozgiilliigiiniin yiiksek
olmasi acil durumlarda kullanilabilecegini goster-
mektedir. Ancak 6zellikle viral yiikiin diisiik oldu-
gu durumlarda yalanci negatiflik nedeniyle
duyarliligin diismesi, negatif sonuglar alindiginda
taniy1 kesinlestirmek amaciyla real time PCR veya
hiicre kiiltiirii gibi altin standart test yontemleri ile
sonucun dogrulanmasini gerektirmektedir.
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