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Araştırma

ÖZET

Amaç: Bu çalışmada, influenza virüslerinin neden olduğu 
hastalıkların tanısında kullanılan hücre kültürü, “reverse 
transcription real-time polimerase chain reaction” (rRT-
PCR), in-house PCR ve hızlı testlerin duyarlılık ve özgül-
lüklerinin değerlendirilmesi ve birbirleri ile karşılaştırıl-
ması amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: İnfluenza benzeri hastalık (IBH) tanı-
sı alan 100 hastanın sürüntü örneklerinde, hücre kültü-
rü/immun capture-enzyme-linked immunosobant assay 
(IC-ELISA), rRT-PCR ve hızlı tanı testleri olmak üzere 
üç yöntem kullanılarak virüs aranmışken, 50 hastadan 
alınan örneklerde ilave olarak, in-house PCR ile de 
çalışılmıştır. Birinci grupta rRT-PCR yönteminde HA 
bölgesine ait primer-problar kullanılırken, ikinci grupta 
rRT-PCR ve in-house PCR yöntemlerinde M bölgesine 
ait primer-problar kullanılmıştır. Her iki grupta da, 
çelişkili bulguların saptandığı örnekler farklı gen bölge-
lerini hedefleyen primerlerin kullanıldığı üçüncü bir 
PCR “reverse transcription polymerase chain reaction 
enzyme hybridization assay” (RT-PCR-EHA) tekniği ile 
incelenmiştir.

Bulgular: Üç yöntemin karşılaştırıldığı 100 örneklik grup-
ta hücre kültürü altın standart yöntem olarak kabul edil-
miş, elde edilen sonuçlara göre rRT-PCR ve hızlı testlerin 
duyarlıkları sırayla %80 ve %14,5; özgüllükleri ise %91,1 
ve %100 olarak saptanmıştır. In-house PCR’ın dördüncü 
bir yöntem olarak eklendiği 50 örneklik grupta ise gerçek 
pozitif örnekleri saptamak için en az iki testte pozitiflik 
kriteri aranmış, sonuçta hücre kültürü, rRT-PCR, in-house 
PCR ve hızlı testin duyarlılıkları sırasıyla %86,7, %100, 
%76,7, and %10, özgüllükleri ise %100, %85, %100 ve 
%100 olarak tespit edilmiştir.

Sonuç: Bu çalışmada, PCR tekniklerinin duyarlılık ve 
özgüllüklerinin arttırılması için uygun primer ve probla-
rın kullanılması, kalite kontrol ölçümlerinin yapılması 
ve gerektiğinde gerçek pozitif örneklerin saptanması 
için farklı laboratuvar tekniklerinin paralel çalışılması 
gibi parametrelerin önemi ortaya konmuş ve vurgulan-
mıştır.

Anahtar kelimeler: İnfluenza, sürveyans, tanı yöntemleri

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 
from 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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GİRİŞ

İnfluenza virüsleri, yüksek morbidite ve mortalite ile 
sonuçlanan epidemilerden sorumlu solunum yolu 
enfeksiyonlarının önemli etkenlerindendir. Ani başla-
yan yüksek ateş, öksürük, halsizlik, miyalji ve baş 
ağrısı gibi belirtilerin görüldüğü bu enfeksiyonlar 
oldukça bulaşıcı olup, toplumda hızlı yayılım gösterir (1). 
Her yıl, çocukların yaklaşık %20’sinde, erişkinlerin 
ise %10’unda semptomatik influenza A ve B virüs 
enfeksiyonları gelişmektedir (2). Öte yandan çeşitli alt 
tipleri bulunan influenza A virüsü, önemli salgınlara 
hatta pandemilere neden olma özelliği ile ayrı bir 
öneme sahiptir. Bu durumda söz konusu enfeksiyon-
ların erken tanısı, gereksiz antibiyotik kullanımının 
önlenmesini, gerektiğinde antiviral tedavinin uygu-
lanmasını ve enfeksiyonun yayılımının kısıtlanması 
için çeşitli önlemlerin alınmasını sağlamaktadır (3,4).

Gerek laboratuvar tanısı ve tedavi etkinliğini belirle-
mede, gerekse sürveyans çalışmalarında uygulanabi-
lecek birçok farklı tanı tekniği mevcuttur. Sürveyansın 
gerçekleştirildiği bir referans laboratuvarında virüs 
izolasyonu için klasik olarak embriyolu yumurta 
veya hücre kültüründen yararlanılır. Ayrıca elde edi-
len virüs izolatlarının antijenik özelliklerinin belir-
lenmesi amacıyla, bir dizi ilave testin gerçekleştiril-
mesi gerekmektedir (5,6). Virüsün identifikasyonu ve 
antijenik özelliklerinin belirlenmesi ve Dünya Sağlık 
Örgütü (DSÖ) ile yapılan işbirliği sonucunda, doğru 
aşı kombinasyonlarına karar verilmesi ve olası epide-
milere zamanında müdahale edilmesi için planlar 
hazırlanması mümkün olur (7,8).

İnfluenza virüslerinin tanısında kullanılan laboratu-
var yöntemlerinin her birinin, kendine özgü avantaj 
ve dezavantajları vardır. Hücre kültürü tekniği ile 
virüs izolasyonu yaygın olarak uygulanmakla bera-
ber, donanımlı laboratuvar ve deneyimli personel 
gerektirmesi, sonucun elde edilmesi için uzun süre 
gerekmesi ve virüs izolasyonunun örnek alımı ile 
transport koşullarına bağlı olması önemli dezavantaj-
larıdır. Antijen saptayan mevcut hızlı testlerin ise 
göreceli olarak düşük duyarlılığa sahip olmaları kul-
lanımlarını kısıtlamaktadır (5,6). Bu bağlamda klinik 
ön tanının kısa sürede doğrulanması ve sürveyans 
sisteminin kalitesinin arttırılması amacıyla, hızlı ve 
güvenilir sonuç veren çeşitli moleküler teknikler 
geliştirilmiştir. Daha çok “polimerase chain reaction” 

(PCR) temelli olan bu yöntemlerin yüksek duyarlığa 
sahip olmaları, süratli sonuç vermeleri ve canlı virüse 
gerek duyulmaması kullanımlarının yaygınlaşmasına 
neden olmuştur (9). Genellikle standart influenza virüs 
tanı tekniklerinden daha duyarlı bulunan PCR yöntem-
leri ile virüs tespitinin yanı sıra, tip ve alt tip ayrımı da 
yapılabilmekte ve laboratuvar koşullarına bağlı olarak 
multipleks PCR, nested PCR, real-time (RT) PCR gibi 
farklı formatlar uygulanabilmektedir (10).

Çalışmamızda influenza virüslerinin tanısında kullanı-
lan hücre kültürü, “reverse transcription” RT-PCR 
(rRT-PCR), in-house PCR ve hızlı testlerin duyarlık ve 
özgüllüklerinin değerlendirilmesi ve birbirleri ile kar-
şılaştırılması hedeflenmiş; influenza virüs sürveyansı-
nın kalitesinin arttırılmasına katkıda bulunabilecek 
laboratuvar bulgularına ulaşılması amaçlanmıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM

Hastalar ve örnekler: İnfluenza sürveyans çalışması 
kapsamında laboratuvarımıza gönderilen 85’i burun, 
65’i farenks sürüntüsü, toplam 150 örnek farklı tanı 
teknikleri ile incelenmiştir. Örnekler, influenza ben-
zeri hastalığın (IBH) belirtilerinden (ani başlayan 
ateş [≥38°C], öksürük, baş ağrısı, halsizlik, kas ağrısı 
gibi) en az iki tanesinin bulunduğu hastalardan alın-
mıştır. Ulusal sürveyans çalışması kapsamında ülke-
mizin çeşitli sağlık merkezlerinde görev yapan 
hekimler tarafından, IBH tanısı konan hastalardan 
alınan örnekler, laboratuvarımızda hazırlanıp ilgili 
kurumlara dağıtılan viral transport besiyerine aktarıl-
dıktan sonra soğuk zincir kurallarına uyularak labo-
ratuvara ulaştırılmış, vortekslenerek homojenize edil-
miş ve ekime hazır hale getirilmiştir. Örneklerden 
100 tanesi, hücre kültürü/“immun capture enzyme-
linked immunosobant assay” (IC-ELISA), rRT-PCR 
ve hızlı testten oluşan üç ayrı teknik ile incelenmiş; 
50 örnek ise, belirtilen testlere ilave olarak ikinci bir 
moleküler yöntem olan in-house PCR tekniği ile çalı-
şılmıştır. Kullanılan yöntemlerle çelişkili sonuçların 
elde edilmesi durumunda, diğerlerinden farklı bir gen 
bölgesini hedef alan yeni bir moleküler tanı tekniği 
doğrulama amacıyla uygulanmış; farklı yöntemlerin 
duyarlık ve özgüllükleri değerlendirilmiştir.

Hücre kültürü: Klinik örneklerden influenza virüs 
izolasyonu için Madin-Darby Canine Kidney 
(MDCK) hücreleri kullanılmış ve 24 kuyucuklu plak-
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larda klasik hücre kültür yöntemi uygulanmıştır. Sığır 
serumunun influenza virüs üremesi üzerine inhibitör 
etkisini ortadan kaldırmak amacıyla, ekim işlemin-
den önce her kuyucuk serumsuz ve %2 oranında 
penisilin ve streptomisin çözeltisi içeren besiyeri ile 
yıkanmıştır. Daha sonra her hasta örneğinden kuyu-
cuklara 200’er µl ekim yapılmıştır. Virüsün hücreye 
girişini kolaylaştırmak için ekim yapılan plaklar, 
1000 rpm ve 20°C’da, 30 dk. çevrilmiş ve her kuyu-
cuğa 2µg/ml “L-1-tosylamide-2-phenylethyl chloro-
methyl ketone” (TPCK)-tripsin içeren serumsuz besi-
yerinden 1,5 ml eklenmiştir. Ekim yapılan plaklar %5 
CO2’li etüvde 33°C’da inkübe edilmiş; üç gün sonun-
da üreme kontrolü, kültür üst sıvısından IC-ELISA 
deneyi ile gerçekleştirilmiştir. IC-ELISA uygulama-
sını takiben negatif sonuç veren hasta örneklerinin 
kültür üst sıvısı (ilk pasaj; P1), yine 24’lük plaklara 
ekilip üç gün daha inkübe edilerek (ikinci pasaj; P2) 
benzer şekilde IC-ELISA ile incelenmiştir. 

IC-ELISA: Hücre kültürü sonrası üretilen virüsün 
influenza A suşu olup olmadığını saptamak için 
IC-ELISA deneyi gerçekleştirilmiştir. İnfluenza virüs 
tipine özgü nükleoprotein antijeninin tespitinin amaç-
landığı bu deneyde, 1/1000 oranında sulandırılmış 
anti-influenza A monoklonal antikoru (Ulusal 
İnfluenza Merkezi, Lyon-Fransa) ile kaplanmış düz 
tabanlı ve 96 kuyucuklu ELISA plakları kullanılmış-
tır. Kuyucuklara sırasıyla kültür üst sıvılarından ve 
kontrollerden 90’ar μl dağıtılmış ve 37°C’da iki saat 
inkübe edildikten sonra plaklar PBS ile yıkanmıştır. 
Tavşanda elde edilen ve 1/1000 oranında sulandırılan 
anti-influenza A (H3N2 ve H1N1) poliklonal antikor-
ları (Ulusal İnfluenza Merkezi Lyon-Fransa) 100’er 
μl olacak şekilde kuyucuklara dağıtılmıştır. Plaklar 
yukarıda belirtilen deney koşullarında bir saat daha 
inkübe edildikten sonra PBS ile yıkanmıştır. Daha 
sonra, kuyucuklara 100’er μl 1/1500 sulandırımlı 
peroksidaz işaretli anti-tavşan antikoru (Biosource, 
Fransa) ilave edilip plaklar 37°C’de 45 dk. inkübe 
edilmiştir. Tekrar PBS ile üç kez yıkandıktan sonra 
kuyucuklara 100’er μl ABTS substrat çözeltisinden 
(Roche Diagnostics, İsviçre) dağıtılmış ve plaklar 
oda ısısında ve karanlıkta 30 dk. inkübe edilmiştir. 
Optik okuyucuda 620 nm dalga boyundaki filtreler 
kullanılarak absorbans değeri okunmuş ve cut-off 
değeri (negatif kontrollerin ortalamasına 0,150 ekle-
nerek elde edilen) üzerinde absorbans değeri sapta-
nan örnekler pozitif kabul edilmiştir.

RNA ekstraksiyonu: RNA ekstraksiyonu için “High 
Pure Template Preparation” ekstraksiyon kiti (Roche 
Applied Science, İsviçre) üreticinin önerileri doğrul-
tusunda kullanılmıştır. Bu işlem için 200μl örnek 
üzerine 200μl bağlama solüsyonu ve 40μl proteinaz 
K ilave edilerek tüpler iyice karıştırılmış ve 70°C’de 
10 dk. inkübe edilmiştir. İzopropanolün 100μl ilave-
sinden sonra karışım filtreli kolon içeren tüplere 
aktarılmıştır. İki kez yıkama çözeltisi ile muamele 
edildikten sonra çözücü tampondan kolonlara 200μl 
dağıtılmış, tüpler santrifüjde çevrilerek nükleik asit 
ekstresi elde edilmiş ve kullanımına dek -20ºC’da 
saklanmıştır.

In-house PCR: Bu yöntemde, influenza virüs matriks 
(M) proteinlerini kodlayan gen bölgesini hedefleyen 
primerler kullanılmıştır (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’). Söz konusu primer 
dizilimleri “Institut Pasteur” de (Paris, Fransa) uygu-
lanan protokolden sağlanmıştır (11). İlk aşamada, 10μl 
RNA ekstresi üzerine, komplementer DNA (cDNA) 
sentezi için gerekli reaktiflerden 25μl eklenmiş ve 
42°C’de bir saat, 95°C’de 5 dk. bekletilerek cDNA 
sentezi gerçekleştirilmiştir. Elde edilen cDNA’nın 
çoğaltıldığı PCR işleminde ise, her örnek için, 4μl 
PCR karışımına 2μl cDNA ürünü ilave edilmiştir. 
Termal döngü cihazı, ön denatürasyon için 95°C’de 2 
dk. olacak şekilde ve 35 amplifikasyon siklusu (dena-
türasyon icin 95°C’de 1 dk., bağlanma için 60°C’de 
1dk, uzama için 72°C’de 1 dk.) için programlanmış 
ve PCR işlemi gerçekleştirilmiştir. Oluşan amplifi-
kasyon ürünleri %3’lük agaroz jel elektroforezinde 
yürütülerek sonuçlar değerlendirilmiş ve UV translü-
münatörde 201 baz çifti uzunluğunda bant veren 
örnekler, influenza A açısından pozitif olarak kabul 
edilmiştir.

rRT-PCR: Bu çalışma iki farklı rRT-PCR kit/reaktif-
leri ve protokolü kullanılmıştır. Real-time cihazı 
(ABI PRISM 7000 Sequence Detection System) her 
iki kit/reaktifleri ve protokolü ve TaqMan probların 
kullanıldığı “fluorojenik 5’nükleaz yöntemi” prensi-
biyle kalitatif influenza virüs tespiti yapmaya uyumlu 
olup, her iki uygulamada da revers transkripsiyon 
(RT) ve çoğaltma işlemi (PCR) tek aşamalı olarak 
gerçekleştirilmiştir.
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a. Taqman®One step PCR kitinin kullanıldığı 
rRT-PCR yöntemi: Bu kit 100 örnekte denenmiş 
olup, kit içeriğinde olmayan ve ilgili firmanın sağla-
dığı, influenza A virüsü hemaglütinin (HA) proteini-
nin tipe özgül korunmuş gen bölgesini hedefleyen 
primer-prob sistemi kullanılmıştır. Üreticinin önerile-
ri doğrultusunda PCR yöntemi uygulanmıştır (12). 
Özetle, 20μl PCR karışımı (12,5μl master miks, 0,5μl 
RNaz inhibitörü, 7μl primer-prob karışımı) üzerine 
5’er μl RNA örneklerinden eklenmiştir. RT için 
48°C’de 30 dk., ön denatürasyon için 94°C’de 10dk 
ve PCR için 40 siklus (erime için 94°C’de 15 sn; 
bağlanma ve uzama için 60°C’de 1 dk.) olmak üzere 
cihaz programlanmıştır. Her örnek, FAM boya sinya-
li (hedefe özgü sinyal) ve VIC boya sinyali (IPC) 
açısından kontrol edilmiş ve hem FAM sinyali hem 
de VIC sinyali veren örnekler pozitif, FAM sinyali 
negatif VIC sinyali pozitif olan örnekler ise negatif 
kabul edilmiştir. 

b. Taqman®Influenza A/H5 detection kitinin kul-
lanıldığı rRT-PCR yöntemi: Bu kit 50 hasta örne-
ğinde yalnızca tespit amacıyla kullanılmış, kit içinde 
yer alan H5N1 influenza virüs reaktifleri işleme 
sokulmamıştır. Pozitif kontrol olarak kitin sağladığı 
kontroller ve influenza A virüs matriks (M) proteinle-
rini kodlayan gen bölgesini hedefleyen primer-prob 
seti, üreticinin önerileri doğrultusunda kullanılmıştır. 
Özetle, 40μl PCR karışımı (AmpErase®UNG, Deoxy 
ATP, Deoxy CTP, Deoxy GTP, Deoxy UTP, 5X 
TaqMan®EZ Tampon, Manganez asetat çözeltisi, 
10X Influenza A Target Assay Mix) üzerine RNA 
örneklerinden 10’ar μl ilave edilmiş ve birinci basa-
makta UNG’nin etki göstermesi için 72°C’da 1 dk., 
RT için 50°C’da 2 dk., UNG deaktivasyonu için 
95°C’de 5 dk. ve PCR için 40 siklus (erime için 
94°C’da 20 sn, bağlanma ve uzama için 58°C’da 1 
dk.) olmak üzere cihaz programlanmıştır (13). 
Sonuçların değerlendirilmesi yukarda belirtildiği gibi 
gerçekleştirilmiştir. 

Hızlı testler: Laboratuvara ulaşmalarını takiben hasta 
örneklerine, influenza A/B hızlı tanı testi (Influenza 
A+B Rapid Test, Roche Diagnostics, İsviçre) uygu-
lanmıştır. Hasta örneğinin alındığı eküvyon lizis 
solüsyonu ile muamele edilmiş, üreticinin önerileri 
doğrultusunda karışıma kitin içerdiği AB1 ve AB2 
antikorları eklenmiş, test stripi tüp içine yerleştirilmiş 
ve 5 dk. içinde sonuç okunmuştur. Pozitif çıkan 

örneklerin influenza A ve B ayrımı için hasta mater-
yelinden önceden hazırlanan hücre preparatları, direkt 
floresan antikor (DFA) yöntemi ile (Imagen 
Dakocytomation, Ref No: K6105) boyanmıştır.

FluAVision™ influenza A virüsü saptama PCR kiti 
(“reverse transcription polymerase chain reaction 
enzyme hybridization assay”[RT-PCR-EHA]): Virüs 
genomunun beşinci segmentinin kodladığı nükleop-
roteinin (NP) hedeflendiği bu tanı kiti, çalışmada 
uygulanan diğer yöntemlerle elde edilen çelişkili 
sonuçların değerlendirilmesinde doğrulama testi ola-
rak kullanılmıştır. FluAVision PCR (DNA Technology 
A/S, Danimarka) testinde RT ve çoğaltma işlemi tek 
tüpte gerçekleştirilmekte ve oluşan PCR ürünü, hibri-
dizasyon yöntemi ile saptanmaktadır.

BULGULAR

Hücre kültürü, Taqman®One step PCR kiti ile rRT-
PCR ve hızlı tanı yöntemlerinin uygulandığı 100 
örneğin sırasıyla 55’i (P1 aşamasında 41, P2 aşama-
sında 14), 48’i ve 8’i pozitif bulunmuş ve toplamda 
59 örneğin bir veya birden fazla yöntem ile pozitif 
olduğu belirlenmiştir (Tablo 1). Gerçek pozitif örnek 
sayısını saptamak için hücre kültürüyle pozitif, rRT-
PCR yöntemiyle negatif çıkan 11 örnek ile hücre 
kültürüyle negatif, rRT-PCR yöntemiyle pozitif çıkan 
dört örnek (toplam 15 örnek), RT-PCR-EHA ile çalı-
şılmış ve hücre kültürü ile aynı sonuçlar elde edilmiş-
tir. Hücre kültür yöntemi “altın standart” yöntem 
olarak kabul edilmiş ve gerçek pozitif örnek sayısı 55 
olarak belirlenmiştir. Bu durumda rRT-PCR‘ın duyar-
lık %80 ve özgüllüğünün %91,1 olarak bulunmuş, 
hızlı testte ise özgüllük sorununa rastlanmamakla 
beraber hücre kültürü ile aralarında %85,5 gibi ciddi 
oranda bir duyarlık farkı olduğu saptanmıştır (Tablo 
2).

Tablo 1. Kullanılan üç yöntemin sonuçları (100 örnek).

Örnek Sayısı (100)

8
36
11
4
41

Toplam

Hücre Kültürü 
/ IC-ELISA

+
+
+
-
-

55

rRT-PCR

+
+
-
+
-

48

Hızlı Test

+
-
-
-
-

8
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Dört yöntemin denendiği 50 örnek içinden, 33 örnek 
(%66) rRT-PCR yöntemi; P1 aşamasında 20, P2 aşa-
masında altı adet olmak üzere toplam 26 örnek (%52) 
hücre kültürü / IC-ELISA yöntemi; 23 örnek (%46) 
in-house PCR yöntemi, üç örnek ise (%6) hızlı tanı 
testi ile pozitif sonuç vermiştir. Bulguların analizi 
sonunda toplam 33 örneğin bir veya birden fazla test 
ile pozitif bulunduğu belirlenmiştir (Tablo 3). Hücre 
kültürü / IC-ELISA ve rRT-PCR yöntemi ile pozitif 
bulunup, in-house PCR ile negatif bulunan altı örne-
ğe; hücre kültürü ile negatif bulunup, rRT-PCR ve 
in-house PCR ile pozitif bulunan üç örneğe ve rRT-
PCR yöntemi ile pozitif bulunup, hücre kültürü ve 
in-house PCR ile negatif bulunan dört örneğe (top-
lam 13 örnek) sonuçlarının kontrolü ve gerçek pozitif 
örnek sayısını saptamak amacıyla RT-PCR-EHA 
yöntemi uygulanmıştır. Bu grupta, diğer gruptan 
farklı olarak gerçek pozitif örneklerin belirlenmesin-
de en az iki test ile pozitiflik saptanması kriteri uygu-
lanmıştır. Hücre kültürü / IC-ELISA ve rRT-PCR 
yöntemi ile pozitif bulunup, in-house PCR ile negatif 
bulunan altı örneğin dördü RT-PCR-EHA ile pozitif, 
ikisi negatif bulunmuştur. Hücre kültürü ile negatif 
bulunup, rRT-PCR ve in-house PCR ile pozitif bulu-
nan üç örneğin tamamı konfirmasyon testinde de 
pozitif bulunmuştur. Kültürde ve in-house PCR tek-
niğinde negatif sonuç veren ancak rRT-PCR ile pozi-

tif bulunan dört örnekten biri RT-PCR-EHA ile pozi-
tif, üçü negatif bulunmuştur. Bu değerlendirmeye 
göre çelişkili sonuçların alındığı 13 örnekten 10’u, en 
az iki farklı test ile pozitif sonuç verdiklerinden ger-
çek pozitif örnekler şeklinde değerlendirilmişlerdir. 
(Tablo 4).

Bu deney grubunda örneklerin çalışıldığı yöntemler 
arasında en yüksek duyarlılığa %100’lük oranla rRT-
PCR’ın sahip olduğu, bunu %86,7 ile hücre kültürü / 
IC-ELISA yönteminin izlediği görülmektedir. 
In-house PCR yönteminde ise, her iki yöntemden 
daha düşük duyarlık elde edilmiştir (%76,7). Bu veri-
lere paralel olarak en yüksek negatif prediktif değere 
(NPD) rRT-PCR yönteminde rastlanmıştır (%100). 
Testlerin özgüllükleri karşılaştırıldığında ise rRT-
PCR yöntemi, bu test ile elde edilen üç yalancı pozi-
tiflikten (gerçek pozitif sayısı 30, rRT-PCR pozitif 
sayısı 33) dolayı, diğer iki yöntemden daha düşük 
özgüllüğe sahip bulunmuştur (%85). Buna uygun 
olarak en düşük pozitif prediktif değer (PPD) rRT-
PCR’da saptanmıştır (%90,9). Yöntemlerin p değer-
leri incelendiğinde ise hücre kültürü, in-house PCR 
ve rRT-PCR sonuçları oldukça anlamlı bulunmuş; 
güvenirlilikleri eşit ve yüksek saptanmıştır. Hızlı tes-
tin güvenilirliği ise anlamsız ve düşük bulunmuştur 
(Tablo 5).

Tablo 2. Yüz örneğe uygulanan yöntemlerin duyarlık ve özgül-
lükleri.

%

Duyarlılık
Özgüllük
PPD
NPD
X²
P

Hücre Kültürü / 
IC-ELISA (55 pozitif)

100
100
100
100
96

<0,001

rRT-PCR
(48 pozitif)

80
    91,1
    91,7
    78,8
    47,3
<0,001

Hızlı Test
(8 pozitif)

     14,5
100
100

     48.9
       5,3
<0,05

Tablo 3. Kullanılan dört yöntemin sonuçları (50 örnek).

Örnek sayısı 
(50)

3
17
6
3
4
17

Toplam (%)

Hücre Kültürü / 
IC-ELISA

+
+
+
-
-
-

26 (52)

rRT-PCR

+
+
+
+
+
-

33 (66)

In-House 
PCR

+
+
-
+
-
-

23 (46)

Hızlı Test

+
-
-
-
-
-

3 (6)

Tablo 4. Elli örnekte hücre kültürü ve rRT-PCR ve in-house 
PCR ile çelişkili sonuç veren 13 örneğe uygulanan RT-PCR-
EHA doğrulama testi ile elde edilen bulgular.

Örnek 
Sayısı (13)

4
2
3
1
3

Hücre Kültürü / 
IC-ELISA

+
+
-
-
-

rRT-PCR

+
+
+
+
+

In-House 
PCR

-
-
+
-
-

RT-PCR 
EAH 

+
-
+
+
-

Tablo 5. Elli örneğe uygulanan yöntemlerin duyarlık ve özgül-
lükleri.

%

Duyarlılık
Özgüllük
PPD
NPD
X²
P

Hücre Kültürü / 
IC-ELISA
(26 pozitif)

86,7
100
100
83,3
32,7

<0,001

rRT-PCR
(33 pozitif)

100
85

90,9
100
34,9

<0,001

In-House 
PCR

(23 pozitif)

76,7
100
100
74,1
25,4

<0,001

Hızlı Test 
(3pozitif)

10
100
100
42,5
0,4
0,7



98

Türk Mikrobiyol Cem Derg 42(3):93-101, 2012

TARTIŞMA

İnfluenza enfeksiyonlarının yüksek morbidite ve 
mortaliteye neden olmaları ve antiviral ajanların 
erken dönemde uygulanmasının gerekliliği nedeniy-
le, hızlı ve güvenilir sonuç veren tanı testleri gittikçe 
önem kazanmaktadır. Bu bağlamda, klinik ön tanının 
kısa sürede doğrulanması ve sürveyans sisteminin 
kalitesinin arttırılması amacıyla çeşitli moleküler 
yöntemler geliştirilmiştir. Daha çok PCR temeline 
dayanan bu yöntemler ile influenza virüsünün sap-
tanmasının yanı sıra tiplendirme ve alt tiplendirme de 
yapılabilmektedir (5,6,10). PCR uygulamalarından biri 
olan ve floresan işaretli probların kullanıldığı rRT-
PCR yöntemleri, birçok çalışmada denenmiş ve 
hücre kültürü gibi standart teknikler ile karşılaştırıla-
rak duyarlık ve özgüllükleri araştırılmıştır (12-16).

Çalışmamızda; hücre kültürü, in-house PCR ve hızlı 
test yöntemlerin yanı sıra rRT-PCR’ın influenza A 
virüsünün tanısındaki yerini belirlemek amacıyla 
grip sürveyansı kapsamında laboratuvarımıza gönde-
rilen örneklerden iki ayrı çalışma grubu oluşturul-
muştur. Kültür, rRT-PCR ve hızlı testlerin uygulandı-
ğı birinci grupta 100, yukarıdaki testlere ek olarak 
in-house PCR yönteminin uygulandığı ikinci grupta 
ise 50 olmak üzere, toplam 150 hasta örneği incele-
meye alınmıştır. Hücre kültürü yönteminin altın stan-
dart kabul edildiği 100 örneklik grupta, 11 yalancı 
negatiflik ve dört yalancı pozitiflikten dolayı, rRT-
PCR yönteminin hücre kültüründen daha düşük 
duyarlık (%80) ve özgüllükte (%91,1) olduğu saptan-
mıştır. İkinci gruba ait 50 örnekte ise, P1 aşamasında 
20, P2 aşamasında altı adet olmak üzere toplam 26 
adet influenza A virüsünün izolasyonu yapılmıştır. 
Aynı hasta örnekleri, HA bölgesine ait primer-
problarının uygulandığı ilk gruptan farklı olarak, M 
bölgesine ait primer-prob sisteminin kullanıldığı rRT-
PCR kiti ile incelenmiş ve 50 örneğin 33’ünde (%66) 
influenza A virüsü tespit edilmiştir. Bu gruptaki 
örneklere, son aşamada jel elektroforezinin kullanıl-
dığı in-house PCR yöntemi olan ikinci bir moleküler 
tanı tekniği de uygulanmıştır. Çelişkili sonuçların 
yorumlanmasında ise RT-PCR-EHA yönteminden 
yararlanılmıştır. Sonuç olarak, biri doğrulama testi 
olmak üzere, üç farklı PCR tekniği ve hücre kültürü 
uygulanan ikinci gruba ait çalışmada, gerçek pozitif 
örneklerin saptanması için hücre kültürünün esas 
alındığı önceki gruptan farklı olarak, en az iki testte 

pozitiflik saptanması kriteri uygulanmış; buna göre 
ilk gruptakilerden farklı olarak rRT-PCR yöntemin-
de, kültüre oranla %13,3 oranında daha fazla virüs 
tespiti mümkün olmuştur.

İnfluenza tanısında hücre kültürü ile karşılaştırılma-
nın yapıldığı çalışmalarda, rRT-PCR yöntemi genel 
olarak yüksek duyarlıkta bulunmuştur (12-17). Schweiger 
ve ark. (13) çalışmamızda olduğu gibi fluorojenik bazlı 
TaqMan-PCR yöntemi ile hücre kültürü yöntemini 
kıyaslamışlar; sonuçta TaqMan PCR yönteminin, 
çalışmamızın ikinci grubundaki bulgulara benzer 
biçimde, hücre kültürü ile izolasyon yönteminden 
daha yüksek duyarlığa sahip olduğunu bulmuşlardır. 
rRT-PCR’in hücre kültüründen daha duyarlı bulundu-
ğu bu çalışmaların yanı sıra, bizim birinci grupta 
bulduğumuz gibi hücre kültürünün rRT-PCR yönte-
minden daha duyarlı bulunduğu az sayıda çalışma da 
mevcuttur (18). 

Çalışma gruplarımızda, rRT-PCR testinin duyarlılı-
ğında farklılık saptanmış olması (ilk grup için %80, 
ikinci grup için %100), iki gruba uygulanan rRT-PCR 
tekniklerinde farklı kit ve primer-prob sistemlerinin 
kullanılmış olmasından kaynaklanmış olabilir. Sonuç 
olarak, deneylerde birinci grup hasta örnekleri için 
kullanılan primer-prob sisteminin influenza virüsü-
nün HA glikoproteinini kodlayan gen bölgelerine ait 
olmasına rağmen, ikinci grup hasta örneklerinde M 
gen bölgesini hedefleyen primer-prob sistemleri kul-
lanılmıştır. Bu durumun, duyarlık ve özgüllüğün her 
iki grupta farklı bulunmasına neden olabileceği öngö-
rülmüştür. Çeşitli çalışmalarda M geninin iyi korun-
muş ve H3N2, H1N1, H2N2, H5N1, H9N2 gibi inf-
luenza A alt tipleri arasında %80’den fazla homoloji 
gösteren gen bölgesi olduğu belirtilmiştir (11,13,19,20). 
Bizim de M gen bölgesini hedefleyen primer-prob 
sisteminin kullanıldığı çalışmamızın ikinci grubunda 
diğer rRT-PCR çalışmaları ile benzer sonuçlar alın-
mış ve rRT-PCR tekniği, hücre kültüründen daha 
duyarlı bulunmuştur. Bu arada çalışmamızın ikinci 
grubunda kullanılan kit içeriğindeki UNG enzimine 
rağmen saptanan üç yalancı pozitiflikten dolayı, rRT-
PCR (%85), hücre kültüründen (%100) daha düşük 
özgüllükte bulunmuştur. PCR ile yapılan çeşitli çalış-
malarda yöntemin yüksek duyarlığının yalancı pozi-
tifliklere neden olabileceği, PCR ürünlerinin birbirle-
ri ile kontaminasyonunu önlemek için internal ve 
eksternal kontrolleri kullanmanın yanı sıra UNG 
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enzimi uygulamasının önemi belirtilmiştir. Ancak 
UNG kullanımına rağmen, yanlış pozitifliklerin elde 
edilebildiği ve UNG etkinliğinin PCR ürünün uzun-
luğuyla ve “guanin+sitozin” içeriğine göre değişken-
lik gösterebileceği bildirilmiştir (21,22). rRT-PCR yön-
temlerinde, oluşan spesifik baz dizilerinin tespiti için 
PCR sonrası işlem gerekmediğinden, PCR sonrası 
kontaminasyonun söz konusu olmaması, rRT-PCR 
yöntemlerinin diğer PCR yöntemlerinden bu anlam-
da ayrıcalıklı olmasını sağlamaktadır. Çalışmamızda 
elde edilen üç yalancı pozitifliğin kesin nedeni sapta-
namamakla beraber, rRT-PCR’ın yüksek duyarlığın-
dan kaynaklandığı düşünülmektedir.

Çalışmamızda uygulanan diğer PCR tekniği agaroz 
jel analizine dayalı in-house PCR yöntemi olup, ikin-
ci grup 50 hasta örneğinin incelenmesinde kullanıl-
mıştır. İnfluenza A’nın M proteinini hedefleyen pri-
merlerin uygulamaya sokulduğu bu PCR yöntemi ile 
23 influenza A (%46) pozitifliği elde edilmiştir. Jel 
elektroforez PCR yöntemi (in-house PCR) ile rRT-
PCR’ın karşılaştırıldığı çalışmalarda bizim çalışma-
mızda olduğu gibi rRT-PCR daha yüksek duyarlığa 
sahip bulunmuştur. Bu durumun, deneylerin analitik 
duyarlıklarının birbirinden farklı olması ile açıklan-
mıştır (23,24). Çeşitli yayınlarda in-house PCR ile ilgili 
yalancı negatiflikler ile ilgili olarak; solunum örnek-
lerinde çeşitli oranlarda bulunan RNaz enzimlerinin 
viral zarfı bulunmayan RNA’ları sindirdiği, böylece 
yöntemin çok miktarda RNaz, az miktarda RNA içe-
ren örneklerde düşük duyarlığa sahip olmasından 
kaynaklanabileceği öne sürülmüştür (9,25). Çalışma-
mızdaki in-house PCR’ın duyarlılığının hücre kültü-
rüne ve rRT-PCR yöntemlerine oranla düşük saptan-
masının, RNaz varlığı dışında, bazı örneklerde cDNA 
sentezinin veya cDNA çoğaltılması aşamasında reak-
siyonun yetersiz oluşmasından veya hiç oluşmama-
sından kaynaklanabileceği de olasıdır. Çeşitli çalış-
malarda jel elektroforezinde görülen bu duyarlık 
sorununun, nested PCR uygulaması ile büyük ölçüde 
giderilebildiği savunulmuştur (26,27). Gerek bizim 
çalışmamızda gerekse rRT-PCR ile klasik PCR’ların 
değerlendirildiği diğer bazı çalışmalarda, rRT-
PCR’ın, PCR sonrası işleme gerek kalmadığı ve çok 
daha hızlı sonuç verdiği ve ayrıca kontaminasyon 
riskini en aza indirgediği belirlenmiştir (28). rRT-PCR, 
klasik PCR ile karşılaştırıldığında, çok sayıda örne-
ğin bir arada çalışılabilmesi, yüksek duyarlığa (<5 
kopya ) ve geniş dinamik aralığa sahip olması (10-

1010 kopya), sonuçların kantite edilebilir olması gibi 
özellikleri nedeniyle, daha avantajlı bir teknik olarak 
değerlendirilmesi olasıdır (9,24). Magnard ve ark (26) 
çalışmasında hücre kültürü ile nested RT-PCR sonuç-
larının birbirine yakın bulunması, hücre kültürünün 
optimize edilmesi ile ilişkili bulunmuştur. Bu optimi-
zasyon için negatif bulunan örneklerin ikinci kez 
hücre kültürüne ekilmesi, yüksek kalitede düşük 
pasajlı MDCK hücrelerinin kullanılması, influenza 
virüslerinin üreme kontrolünün ve kültür üst sıvısın-
dan antijen aranmasının sistematik biçimde yapılma-
sının gerektiği belirtilmiştir. Çalışmamızda da hücre 
kültürü ile negatif bulunan örneklerin birinci kültür 
üst sıvısı (P1) tekrar hücre kültürüne ekilmiş, bu 
şekilde pozitiflik oranı birinci ve ikinci çalışma gru-
bunda %23 ve %12 oranlarında arttırılmıştır. Ayrıca 
önceki çalışmada belirtildiği gibi yüksek pasajlı 
MDCK hücreleri kullanılan örneklerde duyarlılık 
sorunu ortaya çıkmış ve bu örnekler düşük pasajlı 
hücrelere tekrar ekilerek, viral izolasyon oranı arttı-
rılmıştır. Benzer çalışmalarda ayrıca inokülasyon 
sonrası santrifüj işlemi uygulanmasının, virüsün hüc-
reye penetrasyonunu arttırdığı belirtilmiştir (28-30). 
Çalışmamızda da inokülasyon sonrası santrifüj işlemi 
uygulanmış, ancak santrifüj edilen ve edilmeyen 
örneklerde virüs titresinin karşılaştırılması ile ilgili 
bir ek inceleme yapılmamıştır.

Çalışmamızda ayrıca hasta başında hızlı tanıya ola-
nak tanıması açısından önemli olan hızlı testlerden, 
Influenza A/B Rapid (Roche Diagnostics, İsviçre) 
testinin diğer yöntemlerle karşılaştırılması yapılmış 
ve diğer yöntemlere göre düşük duyarlığa sahip oldu-
ğu görülmüştür. Hızlı sonuç vermesine rağmen, kul-
lanılan kite ve örneklere göre değişmekle birlikte 
ciddi duyarlık sorunu olan bu testlerin, çeşitli çalış-
malarla özellikleri incelenmiştir. Bu çalışmalarda 
hızlı test diğer yöntemlere göre düşük duyarlıkta 
bulunmasına rağmen, genelde elde edilen duyarlık 
oranları, çalışmamızda elde ettiğimiz oranlardan 
(%14,5 ve %10) yüksektir (31,32). Yine bu testlerle 
ilgili yapılan çalışmalarla farklı duyarlık ve özgüllük 
oranlarının elde edilmesi hızlı testlerle karşılaştırıl-
makta kullanılan hücre kültürü yöntemlerinin farklı 
duyarlıkta olması, araştırmacıların farklı performans 
göstermeleri, hastaların yaşları gibi faktörlerden kay-
naklanabileceği düşünülmüştür (33-39). Çalışmamızda 
hızlı test ile elde ettiğimiz düşük duyarlığın nedeni-
nin, kullanılan standart yöntemlerin yüksek duyarlık-
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ta olmasının yanı sıra uygulamada saptanamayan 
hatalar ile de ilgili olabileceği düşünülmüştür.

Bu çalışmada, PCR tekniklerinin duyarlık ve özgül-
lüklerinin arttırılması için uygun primer ve probların 
kullanılması, rRT-PCR gibi duyarlığı yüksek olan 
yöntemlerde ise yalancı pozitifliklerin önlenmesi için 
bazı ilave kalite kontrol ölçümlerinin yapılması ve 
gerektiğinde gerçek pozitif örneklerin saptanması 
için farklı laboratuvar tekniklerinin paralel çalışılma-
sı gibi parametrelerin önemi ortaya çıkmıştır. Ayrıca 
antijenik özelliklerinin değerlendirilmesi için kültür-
de izolasyonu şart olan influenza virüslerinin hücre 
kültür tekniği ile optimal duyarlıkta izolasyonu ve 
tespiti için örneklerin uygun koşullarda alımı ve 
transportundan başlayarak, doğru hücre seçimi, virüs 
titresinin yüksek eldesini sağlayan çeşitli işlemlerin 
uygulanması (ekim sonrası santrifüj uygulanması, 
TPCK-tripsin ilavesi ve negatif örneklerin yine ekil-
mesi), kültür sonrası identifikasyon için duyarlı yön-
temlerinin seçilip uygulanması gibi bir dizi işlemin 
gerçekleştirilmesinin gerekliliği ortaya konmuştur (40).
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