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Pandemik A/H1N1 infeksiyonlarinin Tanisinda Hizli Test “Sorunu”

Quick Test “Problem” in Diagnosis of Pandemic A/H1N1 Infections
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Ozet

Amac: Pandemik A/H1N1 infeksiyonlarinin laboratuvar tanisin-
da “real-time"” RT-PCR teknigi referans tani yontemi olarak kabul
edilmektedir. Bu arada uygulama kolayligi ve siratli tani olanagi
sagladiklarindan antijen saptamaya yonelik hizli testlerin s6z ko-
nusu etkeni arastirmak amaciyla yaygin kullanimi giindeme gel-
mis; ozellikle tlkemizde bu testlerin cesitli saglik kuruluslarinda
tani amach uygulandiklari gézlenmistir. Calismada hizli testlerin
pandemik A/H1N1 tanisi i¢in duyarhliklar arastiniimistir.
Yontemler: Bu calismada referans yontemle pandemik A/H1N1
varligi saptanan 104 hasta 6rnegdi, ulkemizde pazarlanmakta
olan dort farkl hizh testle calisiimistir.

Bulgular: Hizli testlerin pandemik A/H1N1 virusunu saptamada
%31.7-50 oraninda pozitif sonu¢ verdigi belirlenmistir.
Sonuglar: Bu bulguya dayanarak influenza hizl testlerinin pan-
demik susun arastiriilmasinda yeterli duyarliga sahip olmadikla-
ri belirlenmistir. Klimik Dergisi 2009, 22(3): 79-81.

Anahtar Sozcikler: Pandemik A/H1N1, hizl test, RT-PCR.

Abstract

Objective: Real-time RT-PCR has been used as reference technique
for the detection of pandemic A/H1N1 influenza virus infections. In
addition, rapid antigen detection tests such as quick tests have been
considered in the diagnosis of pandemic A/H1N1 worldwide due to
their ease of use and generation of rapid results. These tests have
been used by numerous institutions for the diagnosis of pandemic
A/H1N1 in Turkey also. The aim of this study is to compare the sen-
sitivity of quick tests with the reference method.

Methods: A total of 104 positive isolates by real time RT-PCR
technique has been tested with four quick tests manufactured
by different companies marketed in our country.

Results: The sensitivity of quick tests ranged from 31.7% to 50% in
detecting pandemic A/H1N1 infections.

Conclusions: Based on the results of this study, it can be conclud-
ed that quick tests are not adequately sensitive in the detection of
pandemic A/H1N1 infections. Klimik Dergisi 2009; 22(3): 79-81.
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Giris

Nisan 2009 déneminde 6nce Meksika daha sonra
ABD’de bas gosteren ve 15 Haziran 2009 tarihinde Dilin-
ya Saglik Orgiti (DSO) tarafindan 6. evrede bir pan-
demi olarak nitelendirilecek boyutta kisa slirede tim
dliinyada yayilan solunum vyollari infeksiyonunun etkeni
pandemik A/H1N1 susu olarak adlandinimistir. Gegen
sekiz aylik stirede birgok tlkede 6zellikle agilari konusun-
da yersiz kuskularin, anlamsiz tartismalarin s6z konusu
oldugu etkenin virolojik tanisinda evrensel bir algoritm
izlenmis; “real-time” RT-PCR gibi standardize molekiiler
biyoloji testleri yaygin olarak bir¢cok referans laboratuva-
rinda kullanima girmistir (1).

influenza infeksiyonlarinin tanisinda uygulanacak
testlerin kullanilabilirlikleri tartisilirken, incelenecek ol-
gularin 6zelliklerini tanimlayan olasi vaka kriterlerinin;

testin yapilacagi muayene maddesi seciminin, ornekteki
virus miktarinin, muayene maddesinin alindigi infeksi-
yon evresinin ve elbette kullanilan testin duyarliliginin
onemi bulunmaktadir. Genel anlamda mevsimsel influ-
enza viruslarinin antijenlerini saptamak amaciyla hazir-
lanmis hizli testlerin, olasi pandemi etkeni olabilecekleri
var sayilan H5N1 veya pandemik A/HT1N1 gibi yeni alt-
tiplerin saptanmasinda da gecerli olup olmayacaklari
donem donem tartisilmaktadir. Nitekim icinde bulun-
dugumuz 2009 pandemisi sliresince, pratik ve suratli
olmalari nedeniyle hizli testler olarak bilinen antijen
saptamaya yonelik testler giindeme gelmis ve llkemiz-
deki bazi saglik kuruluslarinda tani amaciyla s6z konusu
testlerden yararlanilmistir. Bu ¢alismada pandemik A/
H1N1 infeksiyonlarinin tanisinda cesitli platformlarda
kullanilabilirlikleri glindeme getirilen hizl testlere ait du-
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rum gozden gegirilerek, llkemizde pazarlanmakta olan dort
farkli hizli testin duyarhliklari arastirilmistir.

Yontemler

Calismada Ulusal Referans Laboratuvarimiza Centers for
Disease Control and Prevention (CDC, Atlanta, GA, ABD) tara-
findan gonderilen “real-time” RT-PCR reaktifleri ve protokoli
kullanilarak pandemik A/H1N1 virusu saptanan 104 olguya ait
nazal strintllerde: [a] Influ A&B Respi-Strip (Coris BioCon-
cept, Belgika); [b] SD-Bioline Influenza Antigen (SD-Standard
Diagnostic, Kore); [c] Directigen EZ Flu A+B (Becton Dickin-
son, ABD); [d] QuickVue Influenza A+B (Quidel, Almanya)
hizli test kitleri uygulanmis ve bu testlerin duyarliliklar aras-
tirlmistir. Yapilan 6n calismada laboratuvarimiza ulastirilan
ve molekiler biyoloji incelemesi i¢in 1.5 ml besiyerinde sis-
panse edilen 6rneklerden her bir hizli test icin gerekli miktar
alinarak islemin siirdirilmesinin uygun olmadigi; 6rneklerin
bu yaklagimla gereginden fazla sulandirilmis oldugu anlasil-
mis ve yaklasim degistirilmistir. S6z konusu sakincayi gider-
mek i¢cin molekiler tekniklerle pozitif sonug alindiginda, ayni
glin icinde hastalara tekrar ulasilarak dort ayri eklviyon ile
yeniden ornek alinmis ve hizli testler uretici firmalarin pros-
pektuslerindeki yonteme uyularak calisiimistir.

Bulgular

Sonugcta “real-time” RT-PCR ile etken saptanan 104 6rnek-
ten, Coris Bio Concept testi ile 33'l (%31.7); SD-Standard Di-
agnostic testi ile 35’i (%33.7); Becton Dickinson testi ile 52'si
(%50) ve Quidel testi ile 50'si (%48) pozitif bulunmustur. So-
nuclar Tablo 1'de gosterilmistir.

irdeleme

Kuramsal olarak influenza viruslarinin neden olduklari in-
feksiyonlarin tanisi i¢in antijen saptamaya yonelik hizli test-
lerden ve immiunofluoresans tekniklerinden (DFA), etkenin
Uretimine dayanan hucre kultiri uygulamalarindan ve RNA
arastirmasini hedefleyen nukleik asid amplifikasyon testle-
rinden yararlanilabilir (2). Bu yontemler arasinda “real-time”
RT-PCR uygulamalari, 6zellikle pandemik A/H1N1 tanisinda
referans yontem olarak kabul edilmektedir (3).

Bu arada genel anlamda mevsimsel influenza viruslarinin
tanisi icin optimize edilmis hizli testlerin uygulama kolaylik-
lart nedeniyle pandemik A/H1N1 suslarini saptamadaki kul-
lanilabilirlikleri gindeme gelmis ve konu ile ilgili bir dizi ¢a-
lisma yapilmistir. Ancak farkli tlkelerde degisik kuruluslarca
Uretilen hizli testler kullanimda oldugundan ve farkh 6zellik-
teki hasta gruplari ele alindigindan, bu testlerin gecerliliginin
arastirildigi calismalarn birbirleri ile kiyaslamak dogru olma-
yacaktir. Ornegin konu ile ilgili olarak CDC tarafindan yayinla-
nan ilk raporda hizli testlerin pandemik H1N1 tanisindaki du-
yarhliklarinin %40-69 oraninda oldugu (4), okul salginlarinin
irdelendigi ikinci raporda ayni test grubu icin bu oranin %47
oldugu bildirilmistir (5). Bu konuda yapilan ilk calismalarda

Chan ve arkadaslari (6), QuickVue Influenza A+B, Directigen
EZ Flu A+B, Espline Influenza A+B ve Wondfo ticari kitlerin-
nin pandemik A/H1N1 antijeni saptamadaki analitik duyar-
liliklarinin, mevsimsel grip etkenlerini saptamadaki oranla
esdeger oldugunu belirtmislerdir. Ginocchio ve arkadaslar
(7), BinaxNOW Influenza A+B ve 3M Rapid Detection Flu A+B
hizli testlerini DFA ve kultir yontemleriyle karsilastiklari calis-
malarinda, hizl testlerin duyarhliklarini %17.8, 6zgulltklerini
%93.6 olarak belirlemigler; Watcharananan ve arkadaslari (8)
ise QuickVue Influenza A+B kitlerini kullandiklari benzer bir
calismada “real-time” RT-PCR ile kiyasladiklari hizli test du-
yarhihgini %62, 6zgilliigini %80 olarak belirlemislerdir. Hurt
ve arkadaslan (9)'nin ¢alismalarinda hizli test performansi-
nin orneklerdeki virus miktari ile orantil oldugu, ancak ge-
nel anlamda duyarhhgin hizl testler igin %20-40 dolaylarinda
oldugu bildirilmistir. Drexler ve arkadaslari (10), hizli testler
ile olgularin ancak %11.1’inde pozitiflik elde ederken, Komiya
ve arkadaslari (11)'nin calismalarinda hizli testlerin duyarliligi
%77 olarak bildirilmistir.

Ulkemizde grip referans laboratuvari olarak kabul edilen
ve pandemik H1N1 tanisi icin gorevlendirilen iki merkez bu-
lunmaktadir: Ankara’da Refik Saydam Hifzisihha Merkezi Bag-
kanligi Viroloji Laboratuvari ve Istanbul Universitesi Istanbul
Tip Fakiiltesi Viroloji ve Temel immiinoloji Bilim Dal’'ndaki
Influenza Laboratuvari (12). DSO tarafindan ulusal merkez
olarak kabul edilen bu iki kurulugsta CDC’den saglanan reak-
tifler ile 1 Mayis 2009 tarihinden itibaren pandemik H1N1 ta-
nisi konulmakta olup, 15 Mayis 2009 tarihinde tlkemizdeki ilk
H1N1 olgusu saptanmistir (13). Baglangictan bu yazinin bas-
kiya girdigi 24 Aralik 2009 tarihine dek, her iki merkezde top-
lam 18 782 6rnek calisiimis ve 8 630 pozitif olgu saptanmistir.

Bu slrecte ulkemizde hizmet vermekte olan cesitli 6zel
saghk kuruluslari, Temmuz 2009 doneminden baslayarak
pandemik H1N1 arastirmasi yaptiklarini duyurmuslar ve
basvuran kigilerde belirledikleri algoritm uyarinca testler
uygulanmaya baslanmistir. Bu arada bazi kuruluglar agikla-
mis olduklar algoritmlerinde, orneklerde once hizli testleri
uyguladiklarini; bu testler ile pozitif sonu¢ alindiginda hangi
alt-tipten influenza viruslarinin var oldugunu belirlemek icin
molekuler biyoloji tekniklerine basvurduklarini belirtmisler;
bazilari ise tani i¢in hizli test uygulamasiyla yetinmislerdir.
Ancak hizli test kitlerinin higbiri pandemik A/H1N1 saptamaya
uygun oldugu seklinde bir bilgi icermemektedir. Uretici fir-
manin bu tarz bir veri saglamamasina karsin yine de s6z ko-
nusu testleri pandemik A/H1N1 tanisinda kullanma egiliminin
diinyada baska bir 6rnedi bulunmadigini belirtmek gerekir.

Bu arada hizli testlerin duyarlihdinin yeterli olmadigini be-
lirten calismalarin yayimlanmalarini takiben, Saglk Bakanhgi
Temel Saglik Hizmetleri Genel MidirlGgid’'niin 10.11.2009 ta-
rih ve B.100TSH0110001/10302/32536 sayili genelgesiyle bu tip
testlerin tani amaciyla kullanimlari uygulanmasina son veril-
mesi istenmistir. Biz de s6z konusu yaklasimi Glkemizdeki hizh
testlerle yapilacak bir calismayla irdelemek amaciyla tlkemiz-

Tablo 1. RT-PCR ile HIN1 Pozitifligi Saptanan 104 Nazal Sirintiide Hizli Test Sonuclari

Uretici Coris-BioConcept

SD-Standard Diagnostic

Becton Dickinson Quidel

Pozitif sonug (%) 33 (31.7)

35 (33.7) 52 (50) 50 (48)
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de kullanimda olan dort ayri hizli testin duyarhligini arastirdik.
Elde ettigimiz sonuglara gore en yliksek duyarliliga sahip (%50)
kitlerin kullaniminda bile gercek H1N1 olgularinin yarisinin
negatif olarak bildirimlerinin s6z konusu oldugu saptanmistir.
Nitekim gebelerde yapilan bir calismada hospitalize olgularin
%38’inde hizli testler ile yalanci negatiflik elde edildigi belirti-
lerek bu uygulamanin sakincalan dile getirilmis (14); benzer
bir degerlendirmede, ancak s6z konusu salgina yol acan yeni
alt-tiplere 6zgu monoklonal antikorlarin kit icine eklenmesiyle
hizli testlerin giindeme gelebilecegi belirtilmistir (15).

Bu durumda Saglik Bakanliginca alinan “hizh testlerin
H1N1 tanisinda kullanimini kisitlayan” kararinin yerinde bir
uygulama oldugunu; bir pandeminin giindemde olmasi du-
rumunda salginin toplumda yayilimini engelleme c¢abalarinin
duyarhhgi disiik olan bu tir testlerle olumsuz yonde etkile-
necedini soylemek uygun olacaktir.

Cikar Catismasi
Yazarlar, herhangi bir ¢ikar ¢catismasinin s6z konusu olma-
digini bildirmislerdir.

Kaynaklar

1. CDC Protocol of Realtime RTPCR for Influenza A (H1N1)
[internet]. Geneva: World Health Organization [erisim 12 Kasim
2009]. http://www.who.int/csr/resources/publications/swineflu/
CDCRealtimeRTPCR_SwineH1Assay-2009_20090430.pdf.

2. Petric M, Comanor L, Petti CA. Role of laboratory in diagnosis of
influenza during seasonal epidemics and potential pandemics.
J Infect Dis. 2006; 194(Suppl 2): S98-S110.

3. Panning M, Eickmann M, Landt O, et al. Detection of influenza
A(HTN1)v virus by real-time RT-PCR. Euro Surveill. 2009;14(36).
pii:19329.

4. CDC. Evaluation of rapid influenza diagnostic tests for detection
of novel influenza A (H1N1) virus —United States, 2009. MMWR
Morb Mortal Wkly Rep. 2009; 58(30): 826-9.

5.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

CDC. Performance of rapid influenza diagnostic tests during two
school outbreaks of 2009 pandemic influenza A (H1N1) virus
infection —Connecticut, 2009. MMWR Morb Mortal Wkly Rep.
2009; 58(37): 1029-32.

Chan KH, Lai ST, Poon LLM, Guan Y, Yuen KY, Peiris JSM. Analytical
sensitivity of rapid influenza antigen detection tests for swine-
origin influenza virus (H1N1). J Clin Virol. 2009; 45(3): 205-7.
Ginocchio CC, Zhang F Maniji R, et al. Evaluation of multiple test
methods for the detection of the novel 2009 influenza A (H1N1)
during the New York City outbreak. J Clin Virol. 2009; 45(3): 191-5.
Watcharananan S, Kiertiburanakul S, Chantratita W. Rapid influenza
diagnostic test during the outbreak of the novel influenza A/H1N1
2009 in Thailand: An experience with better test performance in
resource limited setting [Letter]. J Infect. (In Press).

Hurt AC, Baas C, Deng YM, Roberts S, Kelso A, Barr IG.
Performance of influenza rapid point-of-care tests in the
detection of swine lineage A(HTN1) influenza viruses. Influenza
Other Respi Viruses. 2009; 3(4): 171-6.

Drexler JE Helmer A, Kirberg H, et al. Poor clinical sensitivity of
rapid antigen test for influenza A pandemic (H1N1) 2009 virus.
Emerg Infect Dis. 2009; 15(10): 1662-4.

Komiya N, Gu Y, Kamiya H, Yahata Y, Matsui T, Yasui Y, Okabe N.
Clinical features of cases of influenza A (H1N1)v in Osaka prefecture,
Japan, May 2009. Euro Surveill. 2009; 23; 14(29). pii: 19272.
Countries with PCR Capacity in Place to Diagnose Influenza
A(HIN1) Virus Infection in Humans [internet]. Geneva:
World Health Organization [erisim 1 Aralik 2009]. http://
www.who.int/csr/resources/publications/swineflu/
InfluenzaLabsWithPCRcapacityToDetectInfluenzaA_20090513.pdf.
Ciblak MA, Albayrak N, Odabas Y, et al. Cases of influenza
A(H1IN1)v reported in Turkey, May-July 2009. Euro Surveill. 2009;
14(32). pii: 19304.

Louie JK, Acosta M, Jamieson DJ, Honein MA, the California
Pandemic (H1N1) Working Group. Severe 2009 H1N1 influenza
in pregnant and postpartum women in California. N Engl J Med.
(In Press).

Arya SC, Agarwal N. Apropos “performance of influenza point-
of-care tests in the detection of pandemic (H1N1) 2009 influenza
viruses”. Influenza Other Respi Viruses. 2009; 3(6): 265-6.





