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OZET

Amag: Bu calismada, influenza viriislerinin neden oldugu
hastaliklarin tamisinda kullanilan hiicre kiiltiirii, “reverse
transcription real-time polimerase chain reaction” (rRT-
PCR), in-house PCR ve hizli testlerin duyarlilik ve 6zgiil-
liiklerinin degerlendirilmesi ve birbirleri ile karsilastiril-
mast amaglanmgtir.

Gereg ve Yontem: Influenza benzeri hastalik (IBH) tani-
st alan 100 hastanin siiriintii 6rneklerinde, hiicre kiiltii-
rii/fimmun capture-enzyme-linked immunosobant assay
(IC-ELISA), rRT-PCR ve hizli tam testleri olmak iizere
iic yontem kullanilarak viriis aranmigken, 50 hastadan
alinan orneklerde ilave olarak, in-house PCR ile de
calisilmigtir. Birinci grupta rRT-PCR yonteminde HA
bolgesine ait primer-problar kullanilirken, ikinci grupta
rRT-PCR ve in-house PCR yontemlerinde M bolgesine
ait primer-problar kullanmilmigtir. Her iki grupta da,
celiskili bulgularin saptandigi ornekler farkli gen bolge-
lerini hedefleyen primerlerin kullamildig iiciincii bir
PCR “reverse transcription polymerase chain reaction
enzyme hybridization assay” (RT-PCR-EHA) teknigi ile
incelenmisgtir.

Bulgular: U¢ yontemin karsilagtirildigr 100 orneklik grup-
ta hiicre kiiltiirii altin standart yontem olarak kabul edil-
mis, elde edilen sonuglara gére rRT-PCR ve hizli testlerin
duyarliklart sirayla %80 ve %14.,5; ozgiilliikleri ise %91,1
ve %100 olarak saptanmugstir. In-house PCR’in dordiincii
bir yontem olarak eklendigi 50 orneklik grupta ise gercek
pozitif ornekleri saptamak icin en az iki testte pozitiflik
kriteri arannug, sonugta hiicre kiiltiirii, rRT-PCR, in-house
PCR ve hizli testin duyarliliklart sirasiyla %86,7, %100,
%76,7, and %10, ozgiilliikleri ise %100, %85, %100 ve
%100 olarak tespit edilmistir.

Sonug¢: Bu calismada, PCR tekniklerinin duyarlilik ve
ozgiilliiklerinin arttirilmasi i¢in uygun primer ve probla-
rin kullanilmasi, kalite kontrol olciimlerinin yapilmast
ve gerektiginde gercek pozitif orneklerin saptanmasi
icin farkli laboratuvar tekniklerinin paralel ¢alisiimasi
gibi parametrelerin onemi ortaya konmus ve vurgulan-
migtir.

Anahtar kelimeler: Influenza, siirveyans, tant yontemleri

SUMMARY

Comparison of Cell Culture, Real-time PCR, in-House
PCR and Rapid Tests in Diagnosis of Influenza A
Viruses

Objective: This study was aimed to evaluate and compare
the sensitivity and specificity of cell culture, “reverse trans-
cription real-time polymerase chain reaction” (rRT-PCR),
in-house PCR and rapid tests used for the diagnosis of
diseases caused by influenza viruses.

Materials and Methods: Nasal swabs obtained from a total of
100 patients with Influenza Like Illness (ILI) were tested using
three different methods: a) cell culture / immune capture-
enzyme-linked immunosorbant assay (IC-ELISA) b) RT-PCR
and c) rapid test. On the other hand, nasal samples obtained
Sfrom 50 other patients were also tested by in-house PCR in
addition to the three methods mentioned above. In the first
group in rRT-PCR primer-probes directed for HA region were
used while in the second group in rRT-PCR and in in-house
PCR primer-probes directed for M region were used. The
samples which yielded conflicting results were further investi-
gated by reverse transcription polymerase chain reaction
enzyme hybridization assay (RT-PCR-EHA) using primers
targeting different gene regions.

Results: In the group in which the three methods were com-
pared, cell culture was considered as the gold standard and
the sensitivity of rRT-PCR and rapid tests were determined
as 80% and 14,5 and specificities as 91,1% and 100%, res-
pectively. In the group which was composed of 50 samples,
positive results in at least two tests were taken as a prerequ-
isite for the true positive results. Accordingly, the sensitiviti-
es of cell culture, real time RT-PCR, in-house PCR and rapid
tests were 86,7%, 100%, 76,7%, and 10%, and specificities
were 100%, 85%, 100% and 100% respectively.

Conclusion: As important issues, this study revealed, and
emphasized the importance of usage of appropriate pri-
mers and probes to increase the sensitivity and specificity
of PCR tests, taking quality control measures and when
necessary application of different laboratory techniques to
reach the true positive results.
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GIRIS

Influenza viriisleri, yiiksek morbidite ve mortalite ile
sonug¢lanan epidemilerden sorumlu solunum yolu
enfeksiyonlarinin 6nemli etkenlerindendir. Ani bagla-
yan yliksek ates, oksiiriik, halsizlik, miyalji ve bag
agrist gibi belirtilerin goriildiigi bu enfeksiyonlar
oldukga bulagict olup, toplumda hizli yayilim gésterir .
Her yil, cocuklarin yaklasik %20’sinde, erigkinlerin
ise %10’unda semptomatik influenza A ve B viriis
enfeksiyonlar1 gelismektedir @. Ote yandan cesitli alt
tipleri bulunan influenza A viriisii, 6nemli salginlara
hatta pandemilere neden olma o6zelligi ile ayri bir
oneme sahiptir. Bu durumda s6z konusu enfeksiyon-
larin erken tanisi, gereksiz antibiyotik kullaniminin
onlenmesini, gerektiginde antiviral tedavinin uygu-
lanmasii ve enfeksiyonun yayiliminin kisitlanmasi
icin ¢esitli 6nlemlerin alinmasini saglamaktadir ¢,

Gerek laboratuvar tanist ve tedavi etkinligini belirle-
mede, gerekse siirveyans c¢aligmalarinda uygulanabi-
lecek bir¢ok farkl: tan1 teknigi mevcuttur. Siirveyansin
gerceklestirildigi bir referans laboratuvarinda viriis
izolasyonu icin klasik olarak embriyolu yumurta
veya hiicre kiiltiiriinden yararlanilir. Ayrica elde edi-
len viriis izolatlarinin antijenik Ozelliklerinin belir-
lenmesi amaciyla, bir dizi ilave testin gerceklestiril-
mesi gerekmektedir ¢9. Viriisiin identifikasyonu ve
antijenik ozelliklerinin belirlenmesi ve Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) ile yapilan igbirligi sonucunda, dogru
ast kombinasyonlarina karar verilmesi ve olasi epide-
milere zamaninda miidahale edilmesi icin planlar
hazirlanmasi1 miimkiin olur 7.

Influenza viriislerinin tanisinda kullanilan laboratu-
var yontemlerinin her birinin, kendine 6zgii avantaj
ve dezavantajlar1 vardir. Hiicre kiiltiirii teknigi ile
viriis izolasyonu yaygin olarak uygulanmakla bera-
ber, donanimli laboratuvar ve deneyimli personel
gerektirmesi, sonucun elde edilmesi icin uzun siire
gerekmesi ve viriis izolasyonunun 6rnek alimi ile
transport kosullarina bagli olmasi 6nemli dezavantaj-
laridir. Antijen saptayan mevcut hizli testlerin ise
goreceli olarak diisiik duyarliliga sahip olmalari kul-
lanimlarint kisitlamaktadir ¢9. Bu baglamda klinik
on taninin kisa siirede dogrulanmasi ve siirveyans
sisteminin kalitesinin arttirilmasi amaciyla, hizli ve
giivenilir sonu¢ veren cesitli molekiiler teknikler
geligtirilmigtir. Daha cok “polimerase chain reaction”
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(PCR) temelli olan bu yontemlerin yiiksek duyarliga
sahip olmalart, siiratli sonug vermeleri ve canli virtise
gerek duyulmamasi kullanimlarinin yaygilagmasina
neden olmustur ©. Genellikle standart influenza viriis
tan1 tekniklerinden daha duyarli bulunan PCR yontem-
leri ile viriis tespitinin yant sira, tip ve alt tip ayrimi1 da
yapilabilmekte ve laboratuvar kosullarina bagli olarak
multipleks PCR, nested PCR, real-time (RT) PCR gibi
farkli formatlar uygulanabilmektedir “©.

Calismamizda influenza viriislerinin tanisinda kullani-
lan hiicre kiiltiirii, “reverse transcription” RT-PCR
(rRT-PCR), in-house PCR ve hizli testlerin duyarlik ve
ozgiilliiklerinin degerlendirilmesi ve birbirleri ile kar-
stlastirllmast hedeflenmis; influenza viriis siirveyansi-
nin kalitesinin arttirllmasina katkida bulunabilecek
laboratuvar bulgularina ulagilmasi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Hastalar ve 6rnekler: Influenza siirveyans galismasi
kapsaminda laboratuvarimiza gonderilen 85’1 burun,
65’1 farenks siiriintiisii, toplam 150 6rnek farkli tani
teknikleri ile incelenmistir. Ornekler, influenza ben-
zeri hastaligin (IBH) belirtilerinden (ani baglayan
ates [=38°C], oksiiriik, bag agrisi, halsizlik, kas agrist
gibi) en az iki tanesinin bulundugu hastalardan alin-
migtir. Ulusal siirveyans caligmas: kapsaminda iilke-
mizin cesitli saglik merkezlerinde gorev yapan
hekimler tarafindan, IBH tanisi1 konan hastalardan
alman oOrnekler, laboratuvarimizda hazirlanip ilgili
kurumlara dagitilan viral transport besiyerine aktaril-
diktan sonra soguk zincir kurallarina uyularak labo-
ratuvara ulastiritlmig, vortekslenerek homojenize edil-
mis ve ekime hazir hale getirilmistir. Orneklerden
100 tanesi, hiicre kiiltiirii/“immun capture enzyme-
linked immunosobant assay” (IC-ELISA), rRT-PCR
ve hizli testten olusan ii¢ ayr1 teknik ile incelenmis;
50 Ornek ise, belirtilen testlere ilave olarak ikinci bir
molekiiler yontem olan in-house PCR teknigi ile cali-
stlmigtir. Kullanilan yontemlerle ¢eligkili sonuglarin
elde edilmesi durumunda, digerlerinden farkli bir gen
bolgesini hedef alan yeni bir molekiiler tan1 teknigi
dogrulama amaciyla uygulanmig; farkli yontemlerin
duyarlik ve ozgiilliikleri degerlendirilmistir.

Hiicre Kkiiltiirii: Klinik orneklerden influenza viriis
izolasyonu icin Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) hiicreleri kullanilmis ve 24 kuyucuklu plak-
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larda klasik hiicre kiiltiir yontemi uygulanmusgtir. Sigir
serumunun influenza viriis tiremesi {izerine inhibitor
etkisini ortadan kaldirmak amaciyla, ekim islemin-
den once her kuyucuk serumsuz ve %2 oraninda
penisilin ve streptomisin ¢ozeltisi igeren besiyeri ile
yikanmigtir. Daha sonra her hasta 6rneginden kuyu-
cuklara 200’er ul ekim yapilmustir. Viriisiin hiicreye
girigini kolaylastirmak icin ekim yapilan plaklar,
1000 rpm ve 20°C’da, 30 dk. ¢evrilmis ve her kuyu-
cuga 2ug/ml “L-1-tosylamide-2-phenylethyl chloro-
methyl ketone” (TPCK)-tripsin iceren serumsuz besi-
yerinden 1,5 ml eklenmistir. Ekim yapilan plaklar %5
CO,’li etiivde 33°C’da inkiibe edilmis; ii¢ giin sonun-
da iireme kontrolii, kiiltiir iist sivisindan IC-ELISA
deneyi ile gergeklestirilmigtir. IC-ELISA uygulama-
sini1 takiben negatif sonu¢ veren hasta orneklerinin
kiiltiir tist sivist (ilk pasaj; P1), yine 24°liik plaklara
ekilip ii¢ giin daha inkiibe edilerek (ikinci pasaj; P2)
benzer sekilde IC-ELISA ile incelenmistir.

IC-ELISA: Hiicre kiiltiirii sonrasi iiretilen viriisiin
influenza A susu olup olmadigini saptamak icin
IC-ELISA deneyi gerceklestirilmistir. Influenza viriis
tipine 6zgii niikleoprotein antijeninin tespitinin amag-
landig1 bu deneyde, 1/1000 oraninda sulandirilmig
anti-influenza A monoklonal antikoru (Ulusal
Influenza Merkezi, Lyon-Fransa) ile kaplanmig diiz
tabanli ve 96 kuyucuklu ELISA plaklari kullanilmisg-
tir. Kuyucuklara sirastyla kiiltiir @ist sivilarindan ve
kontrollerden 90’ar ul dagitilmig ve 37°C’da iki saat
inkiibe edildikten sonra plaklar PBS ile yikanmistir.
Tavsanda elde edilen ve 1/1000 oraninda sulandirilan
anti-influenza A (H3N2 ve HIN1) poliklonal antikor-
lart (Ulusal influenza Merkezi Lyon-Fransa) 100’er
pl olacak sekilde kuyucuklara dagitilmistir. Plaklar
yukarida belirtilen deney kosullarinda bir saat daha
inkiibe edildikten sonra PBS ile yikanmigtir. Daha
sonra, kuyucuklara 100’er pl 1/1500 sulandirimlt
peroksidaz igaretli anti-tavsan antikoru (Biosource,
Fransa) ilave edilip plaklar 37°C’de 45 dk. inkiibe
edilmigtir. Tekrar PBS ile ii¢ kez yikandiktan sonra
kuyucuklara 100’er pl ABTS substrat cozeltisinden
(Roche Diagnostics, Isvicre) dagitilmis ve plaklar
oda 1sisinda ve karanlikta 30 dk. inkiibe edilmistir.
Optik okuyucuda 620 nm dalga boyundaki filtreler
kullanilarak absorbans degeri okunmus ve cut-off
degeri (negatif kontrollerin ortalamasina 0,150 ekle-
nerek elde edilen) iizerinde absorbans degeri sapta-
nan ornekler pozitif kabul edilmistir.

RNA ekstraksiyonu: RNA ekstraksiyonu i¢in “High
Pure Template Preparation” ekstraksiyon kiti (Roche
Applied Science, Isvigre) iireticinin onerileri dogrul-
tusunda kullanilmistir. Bu islem icin 200ul 6rnek
tizerine 200ul baglama soliisyonu ve 40pul proteinaz
K ilave edilerek tiipler iyice karistirilmis ve 70°C’de
10 dk. inkiibe edilmistir. izopropanoliin 100l ilave-
sinden sonra karisgim filtreli kolon iceren tiiplere
aktarilmustir. Iki kez yikama cozeltisi ile muamele
edildikten sonra ¢oziicli tampondan kolonlara 200l
dagitilms, tiipler santrifiijde cevrilerek niikleik asit
ekstresi elde edilmis ve kullanimma dek -20°C’da
saklanmustir.

In-house PCR: Bu yontemde, influenza viriis matriks
(M) proteinlerini kodlayan gen bolgesini hedefleyen
primerler kullanilmistir (A/M/+/52 primer sens:
5’-CCT CTA ACC GAG GTC GAA ACG-3’ ve
A/M/-/253 primer anti-sens: 5’-AGG GCA TTT
TGG ACA AAK CGT CTA-3’). S6z konusu primer
dizilimleri “Institut Pasteur” de (Paris, Fransa) uygu-
lanan protokolden saglanmigtir 'V, Tk asamada, 10ul
RNA ekstresi lizerine, komplementer DNA (cDNA)
sentezi icin gerekli reaktiflerden 25ul eklenmis ve
42°C’de bir saat, 95°C’de 5 dk. bekletilerek cDNA
sentezi gergeklestirilmistir. Elde edilen ¢cDNA’nin
cogaltildig1 PCR isleminde ise, her ornek icin, 4pul
PCR karigimina 2ul ¢cDNA iiriinii ilave edilmistir.
Termal dongii cihazi, 6n denatiirasyon i¢in 95°C’de 2
dk. olacak sekilde ve 35 amplifikasyon siklusu (dena-
tiirasyon icin 95°C’de 1 dk., baglanma i¢in 60°C’de
1dk, uzama icin 72°C’de 1 dk.) i¢in programlanmig
ve PCR islemi gerceklestirilmigstir. Olugsan amplifi-
kasyon iiriinleri %3’liik agaroz jel elektroforezinde
yiiriitiilerek sonuglar degerlendirilmis ve UV translii-
miinatorde 201 baz ¢ifti uzunlugunda bant veren
ornekler, influenza A acisindan pozitif olarak kabul
edilmisgtir.

rRT-PCR: Bu calisma iki farkli rRT-PCR Kkit/reaktif-
leri ve protokolii kullanilmigtir. Real-time cihazi
(ABI PRISM 7000 Sequence Detection System) her
iki kit/reaktifleri ve protokolii ve TagMan problarin
kullanildig1 “fluorojenik 5’niikleaz yontemi” prensi-
biyle kalitatif influenza viriis tespiti yapmaya uyumlu
olup, her iki uygulamada da revers transkripsiyon
(RT) ve cogaltma islemi (PCR) tek asamali olarak
gerceklestirilmistir.
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a. Tagman®One step PCR Kitinin kullanildig:
rRT-PCR yontemi: Bu kit 100 6rnekte denenmis
olup, kit iceriginde olmayan ve ilgili firmanin sagla-
dig1, influenza A viriisii hemagliitinin (HA) proteini-
nin tipe 6zgiil korunmug gen bolgesini hedefleyen
primer-prob sistemi kullanilmigtir. Ureticinin dnerile-
ri dogrultusunda PCR yontemi uygulanmigtir (2.
Ozetle, 20ul PCR karigimi (12,5ul master miks, 0,5ul
RNaz inhibitorii, 7ul primer-prob karigimi) lizerine
5’er ul RNA orneklerinden eklenmigtir. RT i¢in
48°C’de 30 dk., on denatiirasyon i¢in 94°C’de 10dk
ve PCR i¢in 40 siklus (erime i¢in 94°C’de 15 sn;
baglanma ve uzama i¢in 60°C’de 1 dk.) olmak lizere
cihaz programlanmistir. Her 6rnek, FAM boya sinya-
li (hedefe 6zgii sinyal) ve VIC boya sinyali (IPC)
acisindan kontrol edilmis ve hem FAM sinyali hem
de VIC sinyali veren ornekler pozitif, FAM sinyali
negatif VIC sinyali pozitif olan ornekler ise negatif
kabul edilmistir.

b. Tagman®Influenza A/H5 detection Kitinin kul-
lanildig1 rRT-PCR yo6ntemi: Bu kit 50 hasta orne-
ginde yalnizca tespit amaciyla kullanilmus, kit icinde
yer alan HS5N1 influenza viriis reaktifleri igleme
sokulmamistir. Pozitif kontrol olarak kitin sagladigi
kontroller ve influenza A viriis matriks (M) proteinle-
rini kodlayan gen bolgesini hedefleyen primer-prob
seti, lireticinin onerileri dogrultusunda kullanilmusgtir.
Ozetle, 40ul PCR karisimi1 (AmpErase®UNG, Deoxy
ATP, Deoxy CTP, Deoxy GTP, Deoxy UTP, 5X
TagMan®EZ Tampon, Manganez asetat ¢ozeltisi,
10X Influenza A Target Assay Mix) lizerine RNA
orneklerinden 10’ar ul ilave edilmis ve birinci basa-
makta UNG’nin etki gostermesi icin 72°C’da 1 dk.,
RT i¢in 50°C’da 2 dk., UNG deaktivasyonu icin
95°C’de 5 dk. ve PCR icin 40 siklus (erime icin
94°C’da 20 sn, baglanma ve uzama i¢in 58°C’da 1
dk.) olmak iizere cihaz programlanmigtir 3.
Sonuglarin degerlendirilmesi yukarda belirtildigi gibi
gerceklestirilmistir.

Hizli testler: Laboratuvara ulagmalarini takiben hasta
orneklerine, influenza A/B hizli tani testi (Influenza
A+B Rapid Test, Roche Diagnostics, Isvigre) uygu-
lanmistir. Hasta orne8inin alindifi ekiivyon lizis
soliisyonu ile muamele edilmis, iireticinin Onerileri
dogrultusunda karigima kitin icerdigi AB1 ve AB2
antikorlari eklenmig, test stripi tiip icine yerlestirilmis
ve 5 dk. icinde sonu¢c okunmustur. Pozitif ¢ikan
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orneklerin influenza A ve B ayrimui icin hasta mater-
yelinden 6nceden hazirlanan hiicre preparatlari, direkt
floresan antikor (DFA) yontemi ile (Imagen
Dakocytomation, Ref No: K6105) boyanmustir.

FluAVision™ influenza A viriisii saptama PCR Kkiti
(“reverse transcription polymerase chain reaction
enzyme hybridization assay”[RT-PCR-EHA]): Viriis

genomunun besinci segmentinin kodladig1 niikleop-
roteinin (NP) hedeflendigi bu tam kiti, calismada
uygulanan diger yontemlerle elde edilen celiskili
sonuglarin degerlendirilmesinde dogrulama testi ola-
rak kullanilmistir. FluAVision PCR (DNA Technology
A/S, Danimarka) testinde RT ve ¢ogaltma islemi tek
tiipte gergeklestirilmekte ve olugan PCR f{iriini, hibri-
dizasyon yontemi ile saptanmaktadir.

BULGULAR

Hiicre kiiltiirii, Tagman®One step PCR kiti ile rRT-
PCR ve hizli tam1 yontemlerinin uygulandigi 100
ornegin sirasiyla 55’1 (P1 asamasinda 41, P2 asama-
sinda 14), 48’1 ve 8’1 pozitif bulunmus ve toplamda
59 ornegin bir veya birden fazla yontem ile pozitif
oldugu belirlenmigtir (Tablo 1). Gergek pozitif 6rnek
sayisini saptamak i¢in hiicre kiiltiiriiyle pozitif, rRT-
PCR yontemiyle negatif ¢ikan 11 ornek ile hiicre
kiiltiiriiyle negatif, rRT-PCR yontemiyle pozitif ¢ikan
dort ornek (toplam 15 6rnek), RT-PCR-EHA ile cali-
silmig ve hiicre kiiltiirii ile ayn1 sonuglar elde edilmis-
tir. Hiicre kiiltlir yontemi “altin standart” yontem
olarak kabul edilmis ve gercek pozitif 6rnek sayist 55
olarak belirlenmistir. Bu durumda rRT-PCR ‘1n duyar-
Iik %80 ve ozgiilliiglinin %91,1 olarak bulunmus,
hizli testte ise oOzgiilliik sorununa rastlanmamakla
beraber hiicre kiiltiirii ile aralarinda %85.,5 gibi ciddi
oranda bir duyarlik farki oldugu saptanmistir (Tablo
2).

Tablo 1. Kullanilan ii¢ yontemin sonuclari (100 6rnek).

Ornek Sayisi (100) Hiicre Kiiltiirii rRT-PCR  Hizh Test
/IC-ELISA

8 + + +

36 + +

11 +

4 +

41

Toplam 55 48 8
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Tablo 2. Yiiz 6rnege uygulanan yontemlerin duyarhk ve 6zgiil-
liikleri.

% Hiicre Kiiltiirii / rRT-PCR Hizh Test
IC-ELISA (55 pozitif) (48 pozitif) (8 pozitif)

Duyarlilik 100 80 145
Ozgiilliik 100 91,1 100
PPD 100 91,7 100
NPD 100 78,8 489
X2 96 473 53
P <0,001 <0,001 <0,05

Tablo 3. Kullanilan dért yontemin sonuglari (50 6rnek).

Ornek sayis1 Hiicre Kiiltiirii/ rRT-PCR In-House Hizli Test

(50) IC-ELISA PCR
3 + + + +
17 + + + -
6 + + -
3 + +
- + -
17 - - -
Toplam (%) 26 (52) 33 (66) 23 (46) 3(6)

Dort yontemin denendigi 50 ornek icinden, 33 6rnek
(%66) rRT-PCR yontemi; P1 asamasinda 20, P2 asa-
masinda alt1 adet olmak tizere toplam 26 ornek (%52)
hiicre kiiltiirii / IC-ELISA yontemi; 23 6rnek (%46)
in-house PCR yo6ntemi, ii¢ ornek ise (%6) hizli tan
testi ile pozitif sonuc¢ vermistir. Bulgularin analizi
sonunda toplam 33 6rnegin bir veya birden fazla test
ile pozitif bulundugu belirlenmistir (Tablo 3). Hiicre
kiiltiirii / IC-ELISA ve rRT-PCR yontemi ile pozitif
bulunup, in-house PCR ile negatif bulunan alt1 6rne-
ge; hiicre kiiltiirii ile negatif bulunup, rRT-PCR ve
in-house PCR ile pozitif bulunan ii¢ 6rnege ve rRT-
PCR yontemi ile pozitif bulunup, hiicre kiiltiirii ve
in-house PCR ile negatif bulunan dort 6rnege (top-
lam 13 6rnek) sonug¢larimin kontrolii ve gergek pozitif
ornek sayisini saptamak amactyla RT-PCR-EHA
yontemi uygulanmistir. Bu grupta, diger gruptan
farkli olarak gercek pozitif 6rneklerin belirlenmesin-
de en az iki test ile pozitiflik saptanmasi kriteri uygu-
lanmugstir. Hiicre kiiltlirii / IC-ELISA ve rRT-PCR
yontemi ile pozitif bulunup, in-house PCR ile negatif
bulunan alti 6rnegin dordii RT-PCR-EHA ile pozitif,
ikisi negatif bulunmustur. Hiicre kiiltiirii ile negatif
bulunup, rRT-PCR ve in-house PCR ile pozitif bulu-
nan ii¢ Ornegin tamam: konfirmasyon testinde de
pozitif bulunmugtur. Kiiltiirde ve in-house PCR tek-
niginde negatif sonug¢ veren ancak rRT-PCR ile pozi-

Tablo 4. Elli 6rnekte hiicre kiiltiirii ve rRT-PCR ve in-house
PCR ile celigkili sonu¢ veren 13 érnege uygulanan RT-PCR-
EHA dogrulama testi ile elde edilen bulgular.

Ornek Hiicre Kiiltiirii / rRT-PCR In-House RT-PCR

Sayisi (13) IC-ELISA PCR EAH
4 + + +

2 + +

3 + + +

1 - + +

3 - +

Tablo 5. Elli 6rnege uygulanan yontemlerin duyarhk ve 6zgiil-
liikleri.

% Hiicre Kiiltiirii / rRT-PCR In-House Hizh Test
IC-ELISA (33 pozitif) PCR (3pozitif)
(26 pozitif) (23 pozitif)

Duyarlilik 86,7 100 76,7 10

Ozgiilliik 100 85 100 100

PPD 100 90,9 100 100

NPD 833 100 74,1 425

X2 32,7 349 254 04

P <0,001 <0,001 <0,001 0,7

tif bulunan dort 6rnekten biri RT-PCR-EHA ile pozi-
tif, ticti negatif bulunmustur. Bu degerlendirmeye
gore celigkili sonuglarin alindigi 13 6rnekten 10’u, en
az iki farkli test ile pozitif sonu¢ verdiklerinden ger-
cek pozitif ornekler seklinde degerlendirilmislerdir.
(Tablo 4).

Bu deney grubunda orneklerin ¢alisildigir yontemler
arasinda en yiiksek duyarliliga %100’liik oranla rRT-
PCR’1n sahip oldugu, bunu %86,7 ile hiicre kiiltiirii /
IC-ELISA yonteminin izledigi goriilmektedir.
In-house PCR yonteminde ise, her iki yontemden
daha diisiik duyarlik elde edilmistir (%76,7). Bu veri-
lere paralel olarak en yiiksek negatif prediktif degere
(NPD) rRT-PCR yonteminde rastlanmistir (%100).
Testlerin Ozgiilliikkleri karsilagtirildiginda ise rRT-
PCR yontemi, bu test ile elde edilen ii¢ yalanci pozi-
tiflikten (gercek pozitif sayist 30, rRT-PCR pozitif
sayis1 33) dolayi, diger iki yontemden daha diisiik
ozgiilliige sahip bulunmustur (%85). Buna uygun
olarak en diisiik pozitif prediktif deger (PPD) rRT-
PCR’da saptanmistir (%90.,9). Yontemlerin p deger-
leri incelendiginde ise hiicre kiiltiirii, in-house PCR
ve rRT-PCR sonuglar1 olduk¢a anlamli bulunmus;
giivenirlilikleri esit ve yiiksek saptanmustir. Hizlr tes-
tin giivenilirligi ise anlamsiz ve diisiik bulunmugtur
(Tablo 5).
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TARTISMA

Influenza enfeksiyonlarmin yiiksek morbidite ve
mortaliteye neden olmalart ve antiviral ajanlarin
erken donemde uygulanmasinin gerekliligi nedeniy-
le, hizli ve giivenilir sonug¢ veren tani testleri gittikge
onem kazanmaktadir. Bu baglamda, klinik 6n taninin
kisa siirede dogrulanmasi ve siirveyans sisteminin
kalitesinin arttirllmasi amaciyla cesitli molekiiler
yontemler gelistirilmistir. Daha cok PCR temeline
dayanan bu yontemler ile influenza viriisiiniin sap-
tanmasinin yani sira tiplendirme ve alt tiplendirme de
yapilabilmektedir ¢, PCR uygulamalarindan biri
olan ve floresan isaretli problarin kullanildigtr rRT-
PCR yontemleri, bircok calismada denenmis ve
hiicre kiiltiirii gibi standart teknikler ile kargilagtirila-
rak duyarlik ve ozgiillikleri aragtirilmigtir (219,

Calismamizda; hiicre kiiltiirii, in-house PCR ve hizli
test yontemlerin yani sira rRT-PCR’1n influenza A
viriisiiniin tanisindaki yerini belirlemek amaciyla
grip siirveyanst kapsaminda laboratuvarimiza génde-
rilen orneklerden iki ayr1 calisma grubu olusturul-
mustur. Kiiltiir, RT-PCR ve hizli testlerin uygulandi-
81 birinci grupta 100, yukaridaki testlere ek olarak
in-house PCR yonteminin uygulandig: ikinci grupta
ise 50 olmak iizere, toplam 150 hasta 6rnegi incele-
meye alinmistir. Hiicre kiiltiirli yonteminin altin stan-
dart kabul edildigi 100 6rneklik grupta, 11 yalanci
negatiflik ve dort yalanci pozitiflikten dolayi, rRT-
PCR yonteminin hiicre kiiltiiriinden daha diisiik
duyarlik (%80) ve ozgiilliikte (%91,1) oldugu saptan-
mustir. Ikinci gruba ait 50 6rnekte ise, P1 asamasinda
20, P2 asamasinda alt1 adet olmak iizere toplam 26
adet influenza A viriisiiniin izolasyonu yapilmustir.
Ayni hasta oOrnekleri, HA bolgesine ait primer-
problarinin uygulandig: ilk gruptan farkli olarak, M
bolgesine ait primer-prob sisteminin kullanildigi rRT-
PCR kiti ile incelenmis ve 50 6rnegin 33’iinde (%66)
influenza A viriisii tespit edilmigstir. Bu gruptaki
orneklere, son asamada jel elektroforezinin kullanil-
dig1 in-house PCR yontemi olan ikinci bir molekiiler
tan1 teknigi de uygulanmistir. Celigkili sonuglarin
yorumlanmasinda ise RT-PCR-EHA yonteminden
yararlanilmigtir. Sonug¢ olarak, biri dogrulama testi
olmak iizere, ii¢ farkli PCR teknigi ve hiicre kiiltiirii
uygulanan ikinci gruba ait ¢alismada, gercek pozitif
orneklerin saptanmasi icin hiicre kiiltliriiniin esas
alindig1 onceki gruptan farkli olarak, en az iki testte
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pozitiflik saptanmasi kriteri uygulanmis; buna goére
ilk gruptakilerden farkli olarak rRT-PCR yontemin-
de, kiiltiire oranla %13,3 oraninda daha fazla viriis
tespiti miimkiin olmustur.

Influenza tanisinda hiicre kiiltiirii ile karsilastiriima-
nin yapildigt ¢alismalarda, rRT-PCR yontemi genel
olarak yiiksek duyarliktabulunmusgtur ‘*'? Schweiger
ve ark. ¥ caligmamizda oldugu gibi fluorojenik bazl
TagMan-PCR yontemi ile hiicre kiiltiirii yontemini
kiyaslamiglar; sonucta TagMan PCR yo6nteminin,
caligmamizin ikinci grubundaki bulgulara benzer
bicimde, hiicre kiiltiirli ile izolasyon yonteminden
daha yiiksek duyarliga sahip oldugunu bulmuslardir.
rRT-PCR’in hiicre kiiltiirtinden daha duyarli bulundu-
Su bu caligmalarin yani sira, bizim birinci grupta
buldugumuz gibi hiicre kiiltiirliniin rRT-PCR yonte-
minden daha duyarli bulundugu az sayida calisma da
mevcuttur 19,

Calisma gruplarimizda, rRT-PCR testinin duyarlili-
ginda farklilik saptanmig olmasi (ilk grup icin %80,
ikinci grup i¢in %100), iki gruba uygulanan rRT-PCR
tekniklerinde farkli kit ve primer-prob sistemlerinin
kullanilmis olmasindan kaynaklanmis olabilir. Sonug
olarak, deneylerde birinci grup hasta ornekleri icin
kullanilan primer-prob sisteminin influenza viriisii-
niin HA glikoproteinini kodlayan gen bolgelerine ait
olmasina ragmen, ikinci grup hasta 6rneklerinde M
gen bolgesini hedefleyen primer-prob sistemleri kul-
lanilmigtir. Bu durumun, duyarlik ve 6zgiilliigiin her
iki grupta farkli bulunmasina neden olabilecegi 6ngo-
riilmiistiir. Cesitli calismalarda M geninin iyi korun-
mus ve H3N2, HIN1, H2N2, H5N1, HIN2 gibi inf-
luenza A alt tipleri arasinda %80°den fazla homoloji
gosteren gen bolgesi oldugu belirtilmigtir 11131920,
Bizim de M gen bolgesini hedefleyen primer-prob
sisteminin kullanildig1 calismamizin ikinci grubunda
diger rRT-PCR caligsmalar1 ile benzer sonuglar alin-
mis ve rRT-PCR teknigi, hiicre Kkiiltiiriinden daha
duyarlt bulunmugtur. Bu arada ¢alismamizin ikinci
grubunda kullanilan kit icerigindeki UNG enzimine
ragmen saptanan ii¢ yalanci pozitiflikten dolay1, rRT-
PCR (%85), hiicre kiiltiiriinden (%100) daha diisiik
ozgiilliikte bulunmustur. PCR ile yapilan ¢esitli ¢calis-
malarda yontemin yiiksek duyarlifinin yalanci pozi-
tifliklere neden olabilecegi, PCR iiriinlerinin birbirle-
ri ile kontaminasyonunu onlemek icin internal ve
eksternal kontrolleri kullanmanin yam sira UNG
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enzimi uygulamasinin onemi belirtilmistir. Ancak
UNG kullanimina ragmen, yanlig pozitifliklerin elde
edilebildigi ve UNG etkinliginin PCR iiriiniin uzun-
luguyla ve “guanin+sitozin” iceriine gore degisken-
lik gosterebilecegi bildirilmistir ¢'??. rRT-PCR yon-
temlerinde, olusan spesifik baz dizilerinin tespiti icin
PCR sonrasi igslem gerekmediginden, PCR sonrasi
kontaminasyonun s6z konusu olmamasi, rRT-PCR
yontemlerinin diger PCR yontemlerinden bu anlam-
da ayricalikli olmasint saglamaktadir. Caligmamizda
elde edilen ii¢ yalanci pozitifligin kesin nedeni sapta-
namamakla beraber, rRT-PCR’1n yiiksek duyarligin-
dan kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Calismamizda uygulanan diger PCR teknigi agaroz
jel analizine dayal1 in-house PCR y6ntemi olup, ikin-
ci grup 50 hasta orneginin incelenmesinde kullanil-
mugtir. influenza A'nin M proteinini hedefleyen pri-
merlerin uygulamaya sokuldugu bu PCR yo6ntemi ile
23 influenza A (%46) pozitifligi elde edilmistir. Jel
elektroforez PCR yontemi (in-house PCR) ile rRT-
PCR’1n kargilagtirildifi caligmalarda bizim ¢aligma-
mizda oldugu gibi rRT-PCR daha yiiksek duyarliga
sahip bulunmugtur. Bu durumun, deneylerin analitik
duyarliklariin birbirinden farkli olmasi ile agiklan-
mustir 29, Cesitli yayinlarda in-house PCR ile ilgili
yalanci negatiflikler ile ilgili olarak; solunum 6rnek-
lerinde cesitli oranlarda bulunan RNaz enzimlerinin
viral zarfi bulunmayan RNA’lar1 sindirdigi, boylece
yontemin ¢ok miktarda RNaz, az miktarda RNA ice-
ren Orneklerde diisiik duyarliga sahip olmasindan
kaynaklanabilecegi one siiriilmiigtiir ©2>. Caligma-
mizdaki in-house PCR’1n duyarliliginin hiicre kiiltii-
riine ve rRT-PCR yoOntemlerine oranla diisiik saptan-
masinin, RNaz varlig1 disinda, baz1 6rneklerde cDNA
sentezinin veya cDNA c¢ogaltilmas: asamasinda reak-
siyonun yetersiz olusmasindan veya hi¢c olugsmama-
sindan kaynaklanabilecegi de olasidir. Cesitli calis-
malarda jel elektroforezinde goriilen bu duyarlik
sorununun, nested PCR uygulamasi ile biiyiik 6l¢iide
giderilebildigi savunulmustur @27, Gerek bizim
calismamizda gerekse rRT-PCR ile klasik PCR’larin
degerlendirildigi diger bazi caligmalarda, rRT-
PCR’1n, PCR sonrasi igleme gerek kalmadigi ve ¢cok
daha hizli sonug¢ verdigi ve ayrica kontaminasyon
riskini en aza indirgedigi belirlenmistir ®®. rRT-PCR,
klasik PCR ile karsilastirildiginda, ¢ok sayida orne-
gin bir arada calisilabilmesi, yiiksek duyarliga (<5
kopya ) ve genis dinamik araliga sahip olmast (10-

1010 kopya), sonuclarin kantite edilebilir olmasi gibi
ozellikleri nedeniyle, daha avantajli bir teknik olarak
degerlendirilmesi olasidir ©?¥. Magnard ve ark @9
calismasinda hiicre kiiltiirii ile nested RT-PCR sonug-
larinin birbirine yakin bulunmasi, hiicre kiiltiiriiniin
optimize edilmesi ile iligkili bulunmugtur. Bu optimi-
zasyon ic¢in negatif bulunan oOrneklerin ikinci kez
hiicre kiiltiiriine ekilmesi, yiiksek kalitede diisiik
pasajli MDCK hiicrelerinin kullanilmasi, influenza
viriislerinin tireme kontroliiniin ve kiiltiir iist s1visin-
dan antijen aranmasinin sistematik bicimde yapilma-
smin gerektigi belirtilmistir. Calismamizda da hiicre
kiiltiirii ile negatif bulunan 6rneklerin birinci kiiltiir
tist stvist (P1) tekrar hiicre kiiltiiriine ekilmis, bu
sekilde pozitiflik orani birinci ve ikinci ¢aligma gru-
bunda %23 ve %12 oranlarinda arttirtlmigtir. Ayrica
onceki calismada belirtildigi gibi yiiksek pasajli
MDCK hiicreleri kullanilan &rneklerde duyarlilik
sorunu ortaya ¢ikmig ve bu ornekler diisiik pasajli
hiicrelere tekrar ekilerek, viral izolasyon orani artti-
rilmistir. Benzer c¢aligmalarda ayrica inokiilasyon
sonrasi santrifiij islemi uygulanmasinin, viriisiin hiic-
reye penetrasyonunu arttirdigi belirtilmigtir @339,
Calismamizda da inokiilasyon sonrasi santrifiij islemi
uygulanmig, ancak santrifiij edilen ve edilmeyen
orneklerde viriis titresinin karsilagtirilmasi ile ilgili
bir ek inceleme yapilmamuisgtir.

Calismamizda ayrica hasta baginda hizli taniya ola-
nak tanimasi acgisindan 6nemli olan hizli testlerden,
Influenza A/B Rapid (Roche Diagnostics, Isvigre)
testinin diger yontemlerle karsilastirilmasi yapilmig
ve diger yontemlere gore diisiik duyarliga sahip oldu-
Su goriilmiistiir. Hizli sonu¢ vermesine ragmen, kul-
lanilan kite ve oOrneklere gore degismekle birlikte
ciddi duyarlik sorunu olan bu testlerin, cesitli calis-
malarla ozellikleri incelenmistir. Bu calismalarda
hizli test diger yontemlere gore diisiik duyarlikta
bulunmasina ragmen, genelde elde edilen duyarlik
oranlari, ¢alismamizda elde ettigimiz oranlardan
(%145 ve %10) yiiksektir ¢, Yine bu testlerle
ilgili yapilan ¢alismalarla farkli duyarlik ve 6zgiilliik
oranlarmin elde edilmesi hizli testlerle kargilagtiril-
makta kullanilan hiicre kiiltlirii yontemlerinin farkli
duyarlikta olmasi, aragtirmacilarin farkli performans
gostermeleri, hastalarin yaglar: gibi faktorlerden kay-
naklanabilecegi diisiiniilmiistiir ¢*3%. Calismamizda
hizli test ile elde ettigimiz diisiik duyarli§in nedeni-
nin, kullanilan standart yontemlerin yiiksek duyarlik-
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ta olmasmin yant sira uygulamada saptanamayan
hatalar ile de ilgili olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Bu calismada, PCR tekniklerinin duyarlik ve 6zgiil-
liiklerinin arttirilmasi i¢in uygun primer ve problarin
kullanilmasi, rRT-PCR gibi duyarlig1 yiiksek olan
yontemlerde ise yalanci pozitifliklerin 6nlenmesi i¢in
bazi ilave kalite kontrol Ol¢iimlerinin yapilmasi ve
gerektiginde gergek pozitif Orneklerin saptanmasi
icin farkli laboratuvar tekniklerinin paralel ¢aligilma-
s1 gibi parametrelerin onemi ortaya ¢ikmistir. Ayrica
antijenik ozelliklerinin degerlendirilmesi i¢in kiiltiir-
de izolasyonu sart olan influenza viriislerinin hiicre
kiiltiir teknigi ile optimal duyarlikta izolasyonu ve
tespiti i¢in Orneklerin uygun kosullarda alimi ve
transportundan baglayarak, dogru hiicre se¢imi, viriis
titresinin yiiksek eldesini saglayan cesitli iglemlerin
uygulanmasi (ekim sonrasi santrifiij uygulanmasi,
TPCK-tripsin ilavesi ve negatif 6rneklerin yine ekil-
mesi), kiiltiir sonras1 identifikasyon i¢in duyarli yon-
temlerinin secilip uygulanmast gibi bir dizi iglemin
gerceklestirilmesinin gerekliligi ortaya konmugtur “*.
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