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0z
Giris: COVID-19 hastaligindan siiphelenilen hastalarin hizla test edilmesi infekte olanlarin kendilerini izole edebilmeleri ve SARS-CoV-

2'nin topluma yayilma riskini azaltabilmeleri icin kritik 6neme sahiptir. Calismamizda bir hizli antijen test kitinin COVID-19 hastaligi
tanisinda kullanilabilirliginin molekiiler yéntemle karsilastirilarak degerlendirilmesi amaclanmustir.

Materyal ve Metod: Calismamiz 14 Mart-14 Adustos 2022 tarihleri arasinda retrospektif olarak planlanmistir. Calismaya bu donemde
COVID-19 hastaligi ile uyumlu sikayetlerle hastanemize basvuran hastalara ait COVID-19 hizli antijen testi ve COVID-19 RT-qPZR test
sonuclari dahil edilmistir.

Bulgular: Calismaya toplam 268 hasta dahil edilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) testine gore hizli antijen testi icin duyarlilik
%92.6, zgiilliik %96.5 ve dogruluk degeri %95.1 olarak bulunmustur. Yedi (%2.6) 6rnegin PZR test sonucu pozitif, hizli antijen testi
ise negatif olarak belirlenmistir. Bu érneklerin Ct deder ortalamasi 26.38 olarak tespit edilmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu testine
gore; Ct degeri <22 olan 78 érnek icin hizli antijen testi pozitiflik orani %100 ve Ct degeri >30 olan iki 6rnek icin ise hizli antijen testi
negatif bulunmustur.

Sonug: COVID-19 hizl antijen test kitleri, vaka sayisinin yiiksek oldugu dénemlerde semptomatik bireyleri hizli bir sekilde tespit ve
izole etmek icin kullanilabilir. Ancak hizli antijen testinin duyarliligi érnedin viral yiikiinden etkilenmektedir. Hizli antijen test kitleri ile
Ct degerleri yiiksek veya viral yiikleri disiik drneklerde yanlis negatif sonuclar alinabilmektedir. Bu nedenle, hizli antijen testi negatif
semptomatik bireylerin PZR ile degerlendirilmesinin faydal olacagini diistinmekteyiz.
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Hizli Antijen Testinin COVID-19 Tanisinda Kullanilabilirligi

ABSTRACT

Evaluation of the Usability of a Rapid Antigen Test for the Diagnosis of COVID-19 Disease in
Comparison with the Molecular Method

Fatih CUBUK, Ayse Himeyra TASKIN KAFA, Hatice Seyma BAYKUS, Mursit HASBEK
Department of Medical Microbiology, Sivas Cumhuriyet University Faculty of Medicine, Sivas, Turkiye

Introduction: Rapid testing of patients with suspected COVID-19 disease is critical so that those infected can self-isolate and reduce the
risk of SARS-CoV-2 spreading to the community. Our study aimed to assess the usability of a rapid antigen test kit for the diagnosis of
COVID-19 by comparing it with the molecular method.

Materials and Methods: Our study was planned retrospectively between 14 March and 14 August 2022. COVID-19 rapid antigen test
and COVID-19 RT qPCR test results of patients who applied to our hospital with complaints compatible with COVID-19 disease during
this period were included in the study.

Results: A total of 268 patients were included in the study. According to the PCR test, the sensitivity was 92.6%, the specificity was
96.5%, and the accuracy was 95.1% for the rapid antigen test. Seven (2.6%) samples were identified as positive by the PCR test but
negative by the rapid antigen test. The mean Ct value of these samples was detected as 26.38. According to the PCR test, the rapid
antigen test positivity rate was 100% for 78 samples with a Ct value of <22, and the rapid antigen test was negative for two samples
with a Ct value of >30.

Conclusion: COVID-19 rapid antigen test kits can be utilized to rapidly detect and isolate symptomatic individuals, particularly during
periods when there is a high number of cases. However, the sensitivity of the rapid antigen test is affected by the viral load of the sample.
With rapid antigen test kits, there is a possibility of obtaining false negative results in samples with high Ct values or low viral loads.
Therefore, we believe it would be beneficial to evaluate symptomatic individuals with negative rapid antigen test results using PCR.

Key Words: COVID-19; SARS-CoV-2; COVID-19 rapid antigen test; RT-qPCR

GIRiS olarak diistiniilmektedir™®. Hizh antijen test kit-
Aralik 2019°'da Cin'in Wuhan kentinde bas- lerinin molekiiler testlerin uygulanmasimin  miim-
layan ve hizla kiiresel bir pandemiye doniisen kiin olmadidi ya da artan vaka sayilarma karsin

SARS-CoV-2 (Siddetli akut solunum sendromu kapasitenin yetersiz kaldigi durumlarda uygun
koronaviriis 2) salgini, hala diinya capinda cnemli gruplarda ve belirlenmis algoritn[qéa]lar cercevesinde
bir saglk sorunu olmaya devam etmektedir1:2. vararlanilabilecegi belirtilmektedir'®'.

COVID-19  hastaligi  stiphesinde hastalarin Calismamizda bir  HAT  kitinin - COVID-19
hastahg tamsinda kullanilabilirliginin -~ molekiiler
yontemle karsilastirilarak degerlendirilmesi amag-

hizla test edilmesi infekte olanlarin kendileri-
ni izole etmeleri ve SARS-CoV-2’nin topluma

vayllma riskinin azaltabilmesi icin kritik ©neme lanrmistir.

sahiptir. Solunum yolu orneklerinde SARS-CoV-2 MATERYAL ve METOD

RNAk 'varl1g1ml. tespit efde.n RT-EP,ZR (Rever§ Sivas Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi
transkriptaz—polimeraz  zincir  reaksiyonn) ~ testi Hastanesine 14 Mart-14 Agustos 2022 tarihleri

COVID-19 hastah@ tamist icin altin standarttir.
Ancak bu test egitimli calisan, pahali ekipman,
uzun test siireleri ve ©zel laboratuvar imkanlari
gerektirmektedir. Ayrica PZR testleri, tarama
amacwyla oncelikli olarak kullanilabilecek yontem-

arasinda COVID-19 hastah@: ile uyumlu sikayetler
ile basvuran ve nazal siiriinti ©rneginden HAT
ile COVID-19 Ag (antijen) ve kombine siiriintii
(nazofaringeal ve orofaringeal) orneginden gercek

lerden desildirl1:3:4] zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-gPZR)
erden degidr ' testi calisilan toplam 268 hastaya ait test sonucu
Kisa siirede sonuc veren, kolay uygulanabilen, retrospektif olarak degerlendirilmistir.

egitimli personel ve ©zel laboratuvar ekipmam

gerektirmeyen hizh antijen test (HAT) yontemleri
COVID-19 hastah@ icin vyararh bir uygulama

Hastalardan alinan nazal siiriintii  6rnekle-
ri  kalitatif sonu¢ alinabilen ve kromatografik
immiinoassay bir test olan Panbio™ COVID-19
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Ag Rapid Test Device (Abbott, Almanya) kitleri
kullanilarak incelenmistir. Testler {iiretici firma
onerileri dogrultusunda calisilmustir. Test stripleri
tizerinde kontrol (C) bolgesinde renkli bir c¢izgi
olusmasi testin onerilere uygun calisildigini  ve
sonucun gegcerli oldugunu gosterir. Sadece kontrol
(C) bolgesinde renkli bir cizgi olusmasi negatif,
hem kontrol (C) hem de test (T) bolgesinde
birer renkli cizgi olusmasi ise pozitif sonu¢ lehine
yorumlanmustir.

Hastalardan alinan kombine siirintii &rnekleri,
iiretici  firma o©nerileri dogrultusunda gerceklesti-
rilen ekstraksiyon islemi sonrasi molekiiler tam
testi olan DS CORONEX COVID-19 (Ver. 2.0)
Multipleks RT-gPZR Diagnosis Kit (DS Bio and
Nano Technology, Tiirkiye) kullanilarak, Rotor-
Gene Q (Qiagen, Almanya) cihazinda incelenmistir.

DS CORONEX COVID-19 (Ver. 2.0), nazo-
faringeal aspirat/lavaj veya bogaz siiriintiisii gibi
orneklerde bulunan SARS-CoV-2'ye iliskin hedef
gen bolgelerine o©zgli tasarlanmis isaretli oligo-
niikleotitler kullanilarak gerceklestirilen multipleks
tabanli bir gercek zamanh PZR (qPZR) Kkitidir.
Komplementer DNA (cDNA) sentezi ve gPZR
reaksiyonunun aynmi tiipte  gerceklestirilmesine
imkan taniyan Coronex-COVID-19 kiti ile SARS-
CoV-2've spesifik “Orflab” ve “N” genleri ile
insan “RNaseP (Ribonuclease P)” genleri hedef
alinmaktadir. Internal kontrol olarak kullanilan
RNaseP geni sayesinde ornek kaynakli inhibisyon
kontrolii ve kit reaktif kontrolii gerceklestirilmek-
tedir. Uretici onerileri dogrultusunda 45° C’de bes
dakika cDNA sentezi ve 95° C’de bir dakika ©n
denaturasyon isleminin ardindan 95° C’de bes
saniye, 55° C’de 10 saniye 35 dongii cogaltma
ve okuma seklinde reaksiyon gerceklestirilmistir.

Molekiiler test sonuclari, Rotor-Gene Q ciha-
zinda sirasiyla “Orflab” ve “N” hedef genleri
icin FAM; “RNaseP (Ribonuclease P)” genleri
icin HEX kanallann kullanilarak yorumlanmustir.
Uretici  firma ©nerileri  dogrultusunda, her ki
kanal icin egrilerin sigmoidal olmasi halinde Cq
(Quantitation cycle-kantitasyon dongiisii) degerle-
ri, CqHEX <35 ise internal kontrol gecerli ve
CqFAM <33 ise hedef gen ve SARS-CoV-2
pozitif kabul edilmistir.

Verilerin istatistiksel analizinde [IBM SPSS
Version 22.0 programi kullanilmistir. Hasta ve
kontrol gruplar arasinda cinsivet ve vas dagili-

m1 acisindan anlamh fark olup olmadigi sirasi
ile Pearson Ki-kare ve bagimsiz grup T testleri
kullailarak analiz edilmistir. Her bir ©rnek icin
PZR ve HAT sonuclar1 pozitif ve negatif seklinde
kategorik degisken olarak kaydedilmistir. Her iki
kalitatif test sonuclari arasindaki uyum Cohen’s
Kappa degeri hesaplanarak analiz edilmistir.
Kappa degeri icin <0.20 o©nemsiz, 0.21-0.40
zayif, 0.41-0.60 orta, 0.61-0.80 iyi ve 0.81-
1.00 c¢ok iyi diizeyde uyum olarak kategorize
edilmistirl”].

Polimeraz zincir reaksiyonu altin standart test
kabul edilerek, HAT icin duyarhlk, ozgiillik,
pozitif prediktif deger (PPD), negatif prediktif
deger (NPD) ve dogruluk degerleri karsilastirmal
tablo olusturularak hesaplanmistir. Ayrica PZR
test sonucu pozitif olan orneklerin Ct degerleri
(cycle threshold-dongti esik degeri) kaydedilerek
Receiver Operating Characteristic (ROC) analizi
ile HAT Kkitinin yiiksek duyarliik ve ozgiilliikte
porzitiflik verdigi Ct esik degeri hesaplanmustir. Ct
degerlerine gore gruplandirma vyapilarak, gruplar
arasinda HAT porzitifligi acisindan anlamh fark
olup olmadigi Kruskal-Wallis testi (K-bagimsiz
grup t testi) ile analiz edilmistir. p< 0.05 istatis-
tiksel olarak anlamh kabul edilmistir.

BULGULAR

Cahsmaya RT-gPZR ve HAT ile es zamanl
olarak calsilan 125’i (% 46.6) erkek ve 143’ii
(%53.4) kadin olmak iizere toplam 268 hasta
dahil edilmistir. Hastalarin vyaslart 16-104 vyas
araliginda ve yas ortalamasi 61.9 + 20.19 olarak
bulunmustur.

Cahsmaya dahil edilen hastalardan 95
(%35.4)'inin PZR, 94 (%35)iiniin ise HAT sonu-
cu pozitif bulunmustur. Hastalara ait HAT wve
PZR test sonuclann karsilastirmali olarak Tablo
1’de verilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu pozitif yedi (%2.6)
ornek icin HAT negatif olarak saptanmustir.
Polimeraz zincir reaksiyonu negatif ©rneklerden
olusan kontrol grubunda ise alti (%2.2) ornekte
HAT icin pozitif sonuc ahnmstir. Her iki tes-
tin Kkalitatif sonuclar1 arasinda “cok iyi diizeyde
uyum” saptanmistir (Kappa= 0.894, p< 0.001).
Polimeraz zincir reaksiyonu testine gore HAT icin
duyarhilik %92.6, ozgiillik %96.5, PPD %93.6,
NPD %96 ve dogruluk degeri %95.1 olarak
bulunmustur (Tablo 1).
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Tablo 1. Panbio™ COVID-19 HAT kiti ile COVID-19 RT-qPZR testi karsilastirmali sonuglari [n(%)]

PZR
Pozitif Negatif Toplam
HAT Pozitif 88 (32.8) 6(2.2) 94 (35.0)
Negatif 7 (2.6) 167 (62.4) 174 (65.0)
Toplam 95 (35.4) 173 (64.6) 268
Duyarlilik: %92.6
Ozgiillik: %96.5
Pozitif prediktif deger: %93.6
Negatif prediktif deger: %96
Dogruluk: %95.1
3500 ROC Egrisi
1,0 T o
30,00 — ./r'/
s CT: 22.53 ik
2500 — 0s  (Duyarhhk:%92, 7 /
E T = Ozgiilliik: %86) Y 52
)am ’_/
- 20 4 - /./
I = -
s 16.35 =] /-
o 15,00 E //
i .; 0,41 ’_/'
10,007 n /’ 4
Py /,
5,001 0. / 4
PCR—;‘HAT— PCR: HAT+ L / Egri Altinda Kalan Alan: 968
Sekil 1. Antijen pozitifligi ile Ct degeri arasindaki iligki. i & i o 5 s
Polimeraz zincir reaksiyonu ile pozitif sonuc e (")zgﬁllﬁk

alinan 95 o©rnegin ortalama Ct degeri 17.09
(arahk= 9.85-31.27) olarak hesaplanmistir. Her
iki testte pozitif sonu¢ alinan 88 ©rnegin ortala-
ma Ct degeri 16.35 (aralik= 9.85-26.12); PZR
ile pozitift ve HAT ile negatif sonu¢ alinan vedi
ornegin ortalama Ct degeri 26.38 (arahk= 22.47-
31.27) olarak hesaplanmistir (Sekil 1).

Polimeraz zincir reaksiyonu test sonucu pozitif
olan orneklerin bu test ile elde edilen Ct deger-
leri kaydedilerek Receiver Operating Characteristic
(ROC) analizi yapilmistir. Panbio™ COVID-19
HAT1in yiiksek duyarlilik ve ozgiilliikte pozitiflik
verdigi Ct esik degeri 22.53 olarak hesaplanmis-
tir. Panbio™ COVID-19 HAT duyarlilik ve ozgiil-
lik iliskisinin degerlendirildigi ROC egrisi analizi
Sekil 2’de sunulmustur.

Polimeraz zincir reaksiyonu testine gore Ct
<22 olan 78 o©rnek icin HAT'in pozitiflik orani
%100, Ct degeri 22-26 olan 12 ornek ve Ct

Sekil 2. Panbio™ COVID-19 HAT ROC egrisi analizi.

degeri 26-30 olan iic ornek icin duyarhhk %66.7
olarak belirlenmistir. Ct >30 olan iki ornek icin
ise HAT negatif bulunmustur (p< 0.001) (Tablo
2).

TARTISMA

COVID-19 hastahiginin en hizli ve dogru sekil-
de tespiti infeksiyonun kontrolii acisindan oldukca
onemlidir. Mikrobiyolojik tam siirecleri pandemi
siiresince infekte Kisilerin izolasyon ve tedavisi,
asemptomatik bireylerce virlis yayilimmin onlen-
mesi ve salgin kontrolii konularinda yonlendirici
olmustur!-8l.

COVID-19 hastaligi tanisinda altin  standart

kabul edilen molekiiler testler, pandeminin ilk
giinlerinden itibaren etkin bir sekilde kullanil-
maktadir. Molekiiler testler icin mililitre basina
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Tablo 2. HAT sonucu pozitif ve negatif 6rneklerin PZR testi Ct degerlerinin dagilimi [n(%)]

HAT Sonucu

CT deger araligi Pozitif (%) Negatif (%)
<22 78 (100) 0 (0)

2226 8 (66.7) 4(33.3)

26-30 2 (66.7) 1(33.3)

>30 0 (0) 2 (100)

Toplam 88 (92.6) 7 (7.4)

102-103 kopya olacak sekilde bir tespit smnirn olarak HAT testinin duyarhh@ %86.5 olarak

bildirilmektedir'®l. Sonrasinda gelistirilen HAT yon-
temlerinin  COVID-19 hastahg tanisinda faydah
oldugu ancak tanisal test dogrulugu acisindan
potansiyel risklerinin oldugu bir gercektir. Bu
testlerin molekiiler yontemlere gore daha vyiiksek
(10°-10° kopya/mL) tespit sinirina sahip oldugu
ve bu durumun HAT icin duyarlilikta azalmaya
neden oldugu belirtilmektedir®. Bazi dezavantaj-
larina ragmen HAT ozellikle yiiksek viral yiike
ve bulastiricihga sahip bireylerin hizli bir sekilde
tespiti icin siklikla tercih edilen yb'ntemlerdir[8].

Calismamizda, COVID-19 ile uyumlu sikayetle-
ri bulunan 268 hasta icin SARS-CoV-2 genlerini
analiz eden rutin RT-gPZR ile Panbio™ COVID-
19 HAT kitinin tamsal performansi degerlendiril-
mistir. Altin standart kabul edilen PZR testi ile
kiyaslanan HAT icin %92.6 diizeyinde yiiksek
duyarhlik, %96.5 ozgillik, %93.6 PPD ve %96
NPD seklinde belirlenmistir. Albert ve arkadasla-
1% HAT testi ile PZR yontemini  karsilastirdigi
calismalarinda  duyarhh@  %79.6 ve ozgullugu
%100 olarak tespit etmistir.

Calismamizda her iki test sonuclari arasinda
bazi uyumsuzluklar oldugu belirlenmistir. Yedi
(%2.6) ornegin PZR test sonucu pozitif, HAT
sonucu ise negatif olarak bulunmustur. Bu
orneklerin Ct deger ortalamasi 26.38 (aralik=
22.47-31.27) seklinde tespit edilmistir. Bu deger,
ROC analizi ile tespit edilen Ct esik degerinden
(22.53) daha vyiiksektir. Ancak Ct degeri <22
olan 78 o©rnek, PZR ve HAT icin porzitif olarak
belirlenmistir. Bu durumun ©rneklerdeki viral yiik
ile iliskili olabilecegini ve viiksek viral yiikiin
HAT icin dogru pozitif sonu¢ oranini arttiracagi
diistiniilmektedir.

Linares ve arkadaslari tarafindan vyapilan
calismada semptom baslangict yedi giinden daha
kisa olan hastalarda, yiiksek wviral yiik ile iliskili

tespit edilmistir[lll. Ozellikle, Ct degeri <25
olan orneklerde yiiksek bir duyarliik ve ozgiilliik
belirlendigi ifade edilmistirl 11, Brezilya’da PZR ile
Panbio™ COVID-19 HAT kitinin karsilastinldig
bir calismada %84.3 duyarlilik, %98.2 ozgiilliik
bildirilmistir 2. Benzer sekilde, Ct <25 degerine
sahip ornekler icin HAT duyarhihg %97.3 ola-
rak belirlenmistir[lzl. Bir meta-analiz calismasinda
diisik Ct degerinin ve vyiiksek viral yiikiin HAT
testlerinde  duyarliigim — artirdig bildirilmistir! 13,
Fransa'da yapilan bir calismada Panbio™ COVID-
19 HAT Kkiti icin duyarlilk %75.5 ve ozgiilliik
%94.9 bulunmustur[14]. Arastirmacilar calismala-
rinda Ct <25 olan ornekler icin artmis duyarhlik
(%94.2-100) diizeyleri tespit etmistir[14]. Benzer
sekilde, bizim cahsmamizda da HAT duyarlihg:
Ct <22 olan ornekler icin %100 ve Ct <26
olan o©rnekler icin %95.6 olarak bulunmustur.
HAT yonteminin Ct degeri diistik veya yiiksek
viral yiike sahip ©rneklerde daha basarili sonuclar
verdigi soylenebilir.

Panbio™ COVID-19 HAT kiti ile PZR yon-
teminin Kkarsilastirildigi baska bir calismada %3.4
diizeyinde vyanlis negatiflik orani tespit edilmis-
tir1®], Yanhs negatif sonuc alinan ©rneklerin PZR
testi ile yiiksek Ct degerine sahip oldugu belir-
lenmistir. Arastirmacilar calismalarinda HAT icin
%66.8 duyarlilik ve %99.9 ozgiillik diizeyi bildir-
mistir. Ayrica, bu calismada Ct degeri azaldikca
artan viral yiikke bagh olarak HAT duyarliiginin
arth@ ifade edilmistir1°],

Treggiari ve arkadaslar1 calismalarinda, calis-
mamiz sonuclan ile kiyaslandiinda daha diisiik
diizeyde bir duyarhhk tespit etmislerdir!1®.  Bu
durum, calismaya alinan hasta popiilasyonlarindan
kaynaklaniyor olabilir. Bu calismaya COVID-19 ile
uyumlu sikayetleri bulunan hastalar dahil edilmis-
ken, Treggiari ve arkadaslari semptomatik/asemp-
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tomatik hasta ayrimi yapmamlstlr[15]. Ozellikle
vaka sayilarinin azalmis oldugu donemlerde diisiik
viral yiike sahip asemptomatik hastalar icin HAT
kullanilirken daha dikkatli olunmasi gerekebilir.

Calismamizda PZR negatif alti (%2.2) ornek
icin HAT sonucu pozitif bulunmustur. Literatiirde,
diger solunum yolu viriisleri ile capraz reaksiyon-
larin ve olasi iiretim hatalarimin HAT yontemi
icin valanc1 pozitiflik nedeni olabilecegi bildiril-
mektedir 1017 Ancak bu calismada PZR negatif
ve HAT porzitif ornekler icin solunum viriislerine
yonelik multipleks PZR testi uygulanmamustir. Bu
alti ornekten {ictinde (%50) onceki donemde geci-
rilmis ve PZR testi pozitif bulunmus COVID-19
hastaligi oykiisti tespit edilmistir.

Ulkemizde gerceklestirilen ve farkh HAT kitle-
rinin PZR ile karsilastinldigi bir calismada calisma
sonuclarimiz ile benzer sekilde Panbio™ COVID-19
HAT kiti icin yiiksek duyarlilik (%97.5) ve ©zgiil-
lik (%90) bildirilmistir. Ayrica Panbio™ COVID-19
HAT sonuclan icin molekiiler yontemle yiiksek bir
uyum (Cohen’s Kappa degeri= 0.88) tespit edil-
mistir 18], Ulkemizde farkh bir HAT kiti ile yapilan
bir diger calismada ise duyarlihk %70 ve ozgiillitk
%100 olarak bildirilmistir'8.

SONUC

Calismamizda kullanillan HAT Kkiti icin yiiksek
duyarhilik (%92.6) ve ozgiillik (%96.5) tespit edil-
mistir. Hizli antijen test Kkitleri vaka sayisi yogun
olan donemlerde semptomatik bireylerin hizli bir
sekilde belirlenmesi ve izole edilmesi amaciyla
kullanilabilir. Ayrica RT-qPZR ile test etmenin
miimkiin olmayabilecedi alanlarda diisiiniilebilir.
Ancak bu tiir kitler icin farkh calismalarda olduk-
ca degisken duyarliik degerleri bildirilmektedir.
Ayrica testin duyarlih@ ©rnegin viral yiikiinden
etkilenmekte ve vyiiksek Ct degerlerine ve diisiik
viral yiike sahip orneklerde HAT Kkitleriyle yalanci
negatiflikler goriilebilmektedir. Bu nedenle ozellikle
semptomatik bireylerde negatif HAT sonucu varl-
ginda daha dikkatli olunmasi ve vakanin PZR ile
dogrulanmasi gerektigi diistiniilmektedir.
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