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Virion
* (-) polariteli RNA viris(
e Segmentli genom

e Zarfh virus

e Pleomorfik
o Elipsoid/sferik/tibuler
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* Segmentli genom

* Influenza Ave B
e Sekiz segment
 Her protein ayri bir segmentte kodlu

* Influenza C
* Yedi segment



Virus yapisi

* Viral proteinler

* Hemaglitinin (HA)
Norominidaz (NA)
Nukleoprotein (NP)
Polimeraz
Matriks proteini (M1)
Membran proteini (M2)

Yapisal olmayan proteinler

ORTHOMYXOVIRUSES

/."\I:« - hemagq

M1 protein

type A, B, C: NP, M protein
sub-types: HA or NA protein



Viral proteinler

 Hemaglutinin (HA)
* Yuzeyde dikensi cikintilar

* Konak hicrelerine baglanma

* Epitel hiicre ylizeyinde siyalik asit reseptorleri
* Hicre membrani ile virus zarfi arasinda flizyon olusumu

e Koruyucu antikor yaniti olusumu



Viral proteinler

 Norominidaz (NA)
* Enzim aktivitesi

* Glikoproteinlerden sialik asit ayrilmasi

* Virlsun hicreye tutunmasi ve
hiicreden salinmasi

lon channel

Mustrion of an
influenza virus

Haemagglutinin
NA hedefli antiviraller
e Zanamivir (Relenza)
e Oseltamivir (Tamiflu)
\Neuramim‘dase
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Lipid envelope
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Figure 4.11 Sialic acid receptors for influenza viruses. The diagram on the lelt represents an inie-
gral membrane glycoprotein; the arrows point o terminal sialic acid units that are attachment sites for
influenza virus, The diagram on the right illustrates the structure of a terminal sialic acid moicty that
is recognized by the viral envelope protein, hemagglutinin, Sialic acid is attached (o galactose by an
a(23) linkage in the example shown; certain HA subtypes preferentially bind to molecules with an
a(2,6) linkage. The site of cleavage by the influenza virus envelope protein neuraminidase is indicated.
The sialic acid shown is N-acetylneuraminic acid, which is the preferred receptor for influenza A and
B viruses. These viruses do not bind to 9-0-acetyl-N-neuraminic acid, the receptor for influenza C
viruses. Adapted from E. Wimmer, Cellular Receptors for Animal Viruses (Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y,, 1994), with permission,



Viral proteinler

e M1 M2 ve NP ler * Polimeraz proteinleri
* Tipe ozgul * PBl
* PB2

* Influenzae A, B ve C tanimlamasinda oA
* M1 virion icinde

* Viral toparlanma

* M2 membranda proton kanallari

* Viral soyunma ve viral salinima yardimci
* M2 proteini amantadin ve rimantadin hedefi



Viral replikasyon
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Orthomyxoviridae ailesinde
Influenzae A

(insan ve hayvanlarda)

Serotipleri:
 HINI1, HIN2, H2N2, H3N1, H3N2, H3N8, H5N1, H5N2, H5N3, H5N8, H5N9, H7N1,
H7N2, H/N3, H7N4, H/N7, H7N9, HON2, H10N7

Influenzae B

(sadece insan ve deniz aslaninda)

Serotipleri:
* Victoria, Yamagata

Influenzae C
(insan ve domuzlarda)

Influenzae D

(Sadece domuz ve sigirlarda)




Influenzae A infeksiyonlar

Insan
* Kus

* Yaban kuslarinda tasiyicilik

e Kimes hayvanlarinda infeksiyon
Domuz

* Kus ve insan viruslerini de tasiyabilir

At
Deniz memelileri




Influenza A antijenik tipleri

14 H ve 9 N alt tipi
* Insan enfeksiyonlarindan sorumlu olanlar
« HIN1
e H2N2
e H3N2
 H5N1
* H7N7, HIN2, HON2, H7N2, H7N3, H10N7

* Kuslarda tum alt tipler



Viral antijenlerde degisiklik

* Antijenik "drift" (antijen siridklenmesi)
* Antijenik "shift" (antijen kaymasi)




Antijenik "drift"
 Viral RNA da olusan rastlantisal nokta mutasyonlar ile

gelisir

* Yizey glikoproteinlerindeki nokta mutasyonlarinin birikmesi
ile 6nceden toplumda dolasanla benzer ancak farkli suslar @ g@ —
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Antijenik "shift"

Other
domestic

poultry

, A
o
m 7

DOMESTIC FIG
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— H ve N proteinlerindeki buyuk degisiklikler
e Viriis alt tipinde degisiklik
~ HIN1  H3N2 gibi

— Nadir
« 10-20 yilda bir



Influenza A virusunun dnemli dzelligi

* Farkl tirlere 6zgu alt tipler, birbirinden genetik materyal
alisverisine acik

* Yeni virus insana 6zgu virustan gen aldiginda, insandan insana
bulasma 6zelligi kazanir



Epidemiyoloji

* Influenzae suslarinin tanimlamasi
* Tip (A,B,C)
* VirGsun ilk izole edildigi yer
 Virtsun ilk izole edildigi tarih
* Antijen (HA ve NA)

* A/Bangkok/1/79/ (H3N2)



Pandemi nasil olusur?




Avian Avian
virus reassortant
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Pandemik (H1N1) 2009 virtstinun genetik kokeni:
«viral reassortment»

N. American H1IN1

) : Eurasian
(swine/avian/hum

swine HIN1

Pandemik (H1N1) 2009,

domuz, kus ve insan viral
bilesenlerini kapsar

NN Classical swine, N. American lineage
N Avian, N. American lineage
AN Human seasonal H3N2
AN Eurasian swine lineage

23



Virolojik Tani



Virolojik Tant - Amac

 Ciddi olgularda tani koymak

* Surveyans
* Enfeksiyonun yayilimini ve siddetini izlemek

Sirkulasyondaki viruslari belirlemek
Enfeksiyon ile klinik tablolar ve 6lum iliskisini belirlemek
Pandeminin saglik sistemi lGzerine etkilerini izlemek
Virolojik degisiklikleri izlemek

 Virus patojenitesini etkileyecek degisikliklerin saptanmasi

 llac direncinin belirlenmesi

* Asi calismalarinin yonlendirilmesi
* Tani testlerinin guvenilirliginin belirlenmesi, gerekli degisikliklerin yapilmasi



Laboratuvar Tani

e Influenza virUslerinin izolasyonu ve tiplendirilmesi

e Influenza antijenlerin saptanmasi

* iImmunoenzimatik testler (ELISA)
e Immunokromotografik testler
 Direkt immunofloresan antikor testleri (DiFA)

e Viral nlikleik asitlerin saptanmasi
* "Revers transkriptase real-time PCR"



Virolojik tani yontemleri-salgin

e Kultlr — virus izolasyonu e Hizli testler ve HIN1v
e Hizli testler — Ag testleri PCR ile kiyaslandiginda
§ * DFA
. Seroﬂloyk tani . ELISA
e Ozgul antikor titresinde
dort katlik artis * RT-PCR

* influenzae A/ B
 H1N1v - spesifik

Onerilen rutin tani ydntemi




Tani testleri-
performansi etkileyen faktorler

» Ornek tipi, kalitesi
* Nazofarenjial ornekler
* Fircamsi uclu eklvyon

» Ornek alim zamani
« Semptomlarin ilk 3-5 gunu

« Hastanin yasi
» Ornek transport suresi ve kosullari
» Ornek saklama siiresi ve kosullari




Kimlere test yapiimali?

» Influenza 6n tanisi ile hastaneye yatirilan olgular
» Influenza 6n tanisi olan ve dlen olgular

* Tani ile
« Izlem ve tedavi ya da enfeksiyon kontrolii degisecek ise

* Yakin temaslilarin durumunu degerlendirmede gerekli ise
« Hamileler
 ImmunsuUpreseler

Tedavi gerekiyorsa, test sonucu beklenmemelidir !!!

CDC



ORNEKLERIN ALIMI VE LABORATUVARA ULASTIRILMASI

* Uygun donemde ve uygun bdlgeden alinarak, uygun kosullarda laboratuvara

ulastiriimali
* Pandemik influenza tanisi icin 6rneklerin viral atiimin en yogun oldugu hastalik
semptomlarinin baslangicindan sonraki ilk G¢ glin
* viral atilim ¢ocuk, immunsuprese gibi risk gruplarinda uzayabilir--- belirtilerin baslangicindan
sonraki yedi guin icinde de ornek alinabilir
* Viral atilimin 7 glinden fazla strdigi durumlar

e Ornegin oseltamivir tedavisi
* olasi direng gelisimini de arastirmak amaciyla



Mevsimsel ve pandemik influenzanin tanisi icin uygun olan yontemler sirasiyla

nazofaringeal surintu,

burun suruntusdy,

nazofaringeal aspirat

brons aspirati



e SUruntd 6rnekleriicin kullanilacak eklivyonlar PCR inhibitort icermemeli
» sentetik uclu (polyester ya da dakron) olmali ve sapi plastik ya da aliminyum olmal
* Pamuk uclu, ahsap sapli ekiiviyonlar 6nerilmemekte
* Kalsiyum alginattan yapilmis ekivyonlar ise kesinlikle kullaniilmamali

e SUruntu 6rnekleri mutlaka 1-3 ml viral transport besi yeri icinde laboratuvara
ulastiriimali

* Viral transport besi yeri icinde +4 °C’de en fazla 4 giin saklanabilmekte

e Daha uzun saklanmasi gereken durumlarda -80°C de



Molekuler Yontemler:

“real- time reverse transcription- polymerase chain reaction” (rRT-PCR)”
mevsimsel influenza alt tiplerinin yani sira H5, H7, H9 gibi alt tipleri

saptamada da duyarligi ve 6zgulligu yuksek

Dizi analizi?

Arastirma, salgin, yeni tipler



Virls lzolasyonu:

Pandemik influenza enfeksiyonlarinda tani amaciyla kullanilmakta

* Mevsimsel influenza icin laminar kabinde calismak yeterli olmasina karsin,
pandemik A (H1N1) izolasyon biyo-glvenlik diizeyi 2 (BSL2) ortamda



Hizli Testler

Mevsimsel influenza A ve B viruslerinin tanisi

Duyarliklari secilen calisma grubuna, 6rnekteki viris miktarina ve testi
uygulayan kisiye gore degisebilir (%10-70)

kullanim kolayligi

15-30 dakika gibi kisa stirede sonuc

Monoklonal antikorlarin kullanildigi immunokromatografik yontemler ile hizli
testler

* Hasta basi ("point of care") testleri



Method"

Rapid Influenza Diagnostic Tests (antigen
detection)

Rapid Molecular Assay [influenza viral RNA or
nucleic acid detection]

Immunofluorescence, Direct (DFA) or Indirect
(IFA) Florescent Antibody Staining [antigen
detection]

RT-PCR’ (singleplex and multiplex; real-time
and other RNA-based) and other molecular
assays [influenza viral RNA or nucleic acid
detection]

Rapid cell culture (shell vials; cell mixtures;
yields live virus)

Viral tissue cell culture (conventional; yields
live virus)

Types Detected
AandB

Aand B

AandB

AandB

A and B

Aand B

Influenza Virus Testing Methods

Acceptable Specimens2

5 . .
NP™ swab, aspirate or wash, nasal swab, aspirate or
wash, throat swab

5
NP~ swab, nasal swab

4 .
NP swab or wash, bronchial wash, nasal or endotracheal
aspirate

NP5 swab, throat swab, NP5 or bronchial wash, nasal or

endotracheal aspirate, sputum

NP’ swab, throat swab, NP’ or bronchial wash, nasal or
. : . 8
endotracheal aspirate, sputum; (specimens placed in VTM )

NP5 swab, throat swab, NP5 or bronchial wash, nasal or
endotracheal aspirate, sputum (specimens placed in VTM8)

Test Time

<15 min.

15-30 minutes6

1-4 hours

Varies (1to 8
hours, varies by
the assay)

1-3 days

3-10 days



Table 2: Available FDA-Cleared Rapid Influenza Diagnostic Tests (Antigen Detection Only) 1

These tests provide results in 10-15 minutes and differentiate between influenza A and B

Manufacturer
Abbott

Becton Dickinson & Co.
Becton Dickinson & Co.
Quidel Corp.

Quidel Corp.

Quidel Corp.

Princeton BioMeditech Corp.

Becton Dickinson & Co.
Becton Dickinson & Co.
Remel/Thermo Fisher

Sekisui Diagnostics, LLC

Product

Binax Now Influenza A & B Card
2

BD Veritor™ FluA + B
BD Veritor™ FluA + B
Sofia® Influenza A + B FIA

Sofia® Influenza A + B FIA

QuickVue® Influenza A + B

BioSign® Flu A & B

LABSCO Advantage FluA & B
LifeSign LLC Status Flu A & B
OraSure QuickFlu Rapid A + B
Polymedco Poly stat Flu A & B
Sekisui Diagnostics OSOM®
ULTRAFIUA &B

Meridian BioScience
ImmunoCard STAT Flu A&B
McKesson Consult Diagnostics
Influenza A&B

BD Veritor™ Flu A + B

BD Veritor™ FluA + B
XPECT" FluA&B

Acucy Influenza A&B Test

Platform/Instrument
DIGIVAL™

BD Veritor Reader
BD Veritor Plus Analyzer
Sofia FIA Analyzer

Sofia 2 FIA Analyzer

N/A
N/A

BD Veritor Reader

BD Veritor Plus Analyzer
N/A

The Acucy System

Approved Specimensg
NPS, NS direct

NPS, NS direct
NPS, NS direct

NS, NPS, NPA, NPW direct, NP,
NPA, NPW in VTM

NS, NPS, NPA, NPW direct, NP,
NPA, NPW in VTM

NPS, NS direct

NS, NPS direct (waived)
NPA, NPW (not waived)

NPW, NA, NPS in VTM
NPW, NA, NPS in VTM
Nasal wash

NPS, NS direct

CLIA Waived"
Yes

Yes
Yes

Yes
Yes

Yes

Yes

No
No
No

Yes



https://www.cdc.gov/flu/professionals/diagnosis/table-ridt.html#ft2
https://www.cdc.gov/flu/professionals/diagnosis/table-ridt.html#ft3

Manufacturer

Abbot

BioFire, Inc.

BioMerieux

Cepheid

Cepheid

Mesa Biotech. Inc

Roche Molecular Diagnostics

Roche Molecular Diagnostics

Sekisui Diagnostics
BioFire, Inc.
BioMerieux
BioFire, Inc.
BioMerieux
BioFire, Inc.
BioMerieux
Cepheid

Cepheid

Cepheid

Cepheid

Focus Diagnostics (DiaSorin)

Focus Diagnostics (DiaSorin)

GenMark Diagnostics

Biocartis

Luminex
Luminex

Luminex

Product

ID NOW™ Influenza A& B 2

FilmArray® Respiratory Panel EZ

Xpert Xpress Flu

Xpert Xpress Flu/RSV
Accula Flu A/Flu B

Cobas® Influenza A/B Assay

Cobas ®Influenza A/B & RSV Assay

Silaris Influenza A & B
FilmArray Respiratory Panel

FilmArray Respiratory Panel 2

FilmArray Respiratory Panel 2 plus

Xpert Flu

Xpert Xpress Flu/RSV

Xpert Xpress Flu

Xpert Xpress Flu/RSV
Simplexa™ Flu A/B & RSV Direct

Simplexa™ HIN1 2009

ePlex Respiratory Pathogen Panel

Idylla™ Respiratory IFV-RSV Panel

Aries® Flu A/B & RSV

Platform/
Instrument
ID NOW™ Platform

FilmArray 2.0 EZ

GeneXpert Xpress
GeneXpert Xpress
Accula Dock

Cobas® Liat® Analyzer

Cobas® Liat® Analyzer

Silaris Dock

FilmArray®

FilmArray® Torch

FilmArray 2.0®FilmArray® Torch

FilmArray®2.0
FilmArray® Torch
GeneXpert
GeneXpert
GeneXpert
GeneXpert
Integrated Cycler

Integrated Cycler

ePlex

Idylla

Aries

Verigene Respiratory Virus Nucleic Verigene SP

Acid Test Plus

Verigene Respiratory Virus Nucleic Verigene SP

Acid Test Plus

Influenza Virus Types Detected

Influenza A and B

Influenza A and B

Influenza A and B
Influenza A and B
Influenza A and B
Influenza A and B

Influenza A and B

Influenza A and B
Influenza A and B

Influenza A and B
Influenza A and B

Influenza A and B
Influenza A and B
Influenza A and B
Influenza A and B
Influenza A and B

Influenza A

Influenza A and B

Influenza A and B

Influenza A and B
Influenza A and B

Influenza A and B

Influenza Virus Subtypes Detected Test Time’

None

H1, H1pdmO09, H3

None
None
None
None

None

None
H1, HlpdmO09, H3

H1, HlpdmQO9, H3
H1, HlpdmO09, H3

H1pdmO09
None
None
None
None

None

H1, HlpdmQ9, H3

H1, HlpdmO09, H3, H275Y mutation

(H1N1pdmO09)

None
None

H1, HlpdmO09, H3

<15 min

1-2 hr

30-60 min
30-60 min
<30 min
<30 min

<30 min

<30 min
1-2 hr

30-60 min

30-60 min

1hr

1hr
30-60 min
30-60 min
<2 hr

2-4 hr

2 hr

30-60 min

1-2 hr
3.5 hr

3.5hr



Manufacturer

Luminex

Quidel
Qiagen GmbH

BioFire Diagnostics, Inc.
(BioMérieux)
CDC Influenza Division

CDC Influenza Division

Focus Diagnostics (DiaSorin)

Focus Diagnostics (DiaSorin)
GenMark Diagnostics
Hologic

Hologic
Hologic

Luminex
IMDx

Quidel Corporation

InDevR

Product

Verigene RP Flex

Solana Influenza A+B Assay

QIAStat-Dx Respiratory Panel

FilmArray Pneumonia Panel

CDC Human Influenza Virus
Real-Time RT-PCR Diagnostic

Panel (Influenza A/B Typing Kit)5

CDC Human Influenza Virus
Real-Time RT-PCR Diagnostic

Panel (Influenza A/H5 Subtyping

Kit)®

Simplexa™ Flu A/B & RSV Kit
Simplexa™ Influenza A HIN1
(2009)

eSensor® Respiratory Viral
Panel (RVP)

Panther Fusion® Flu A/B/RSV
Assay

Prodesse PROFLU +V
Prodesse ProFAST +

NXTAG Respiratory Viral Panel

(RVP)

IMDx Flu A/B and RSV for
Abbott m2000

Lyra Influenza A + B Assay

FluChip-8G Influenza A+B Assay

Platform/
Instrument

VERIGENE Reader
VERIGENE Processor SP

Solana

QIAStat-Dx Analyzer

FilmArray, FilmArray 2.0, or
FilmArray Torch
ABI 7500 Fast Dx

ABI 7500 Fast Dx

Integrated Cycler

Integrated Cycler
eSensor XT-8 system
Panther

Cepheid SmartCycler Il
Cepheid SmartCycler I

MagPix
Abbott m2000

ABI 7500 Fast Dx,

BioRad T100 Software v1.0.9.0

or newer

Influenza Virus Types Detected

Influenza A and B

Influenza A and B

Influenza A and B

Influenza A and B

Influenza A and B

Influenza A

Influenza A and B

Influenza A

Influenza A and B

Influenza A and B

Influenza A and B
Influenza A

Influenza A and B

Influenza A and B

Influenza A and B

Influenza A and B

Influenza Virus Subtypes Detected Test Time’

H1/H1pdmO09, H3

None

H1, HlpdmO09, H3

None

None

H5N1 (Asian lineage)

None

H1pdmO09
H1, H1pdmO09, H3
None

None
H1, HipdmO09, H3

H1/H1pdmO09, H3
None

None

Seasonal Flu A/H3N2,

A/HIN1pdmOQ9, and Non-
seasonal Influenza A subtypes

3.5hr

30-60 min
1hr

1hr

4 hr

4 hr

<4 hr
<4 hr

8 hr

2-4 hr

<4 hr
<4 hr

4-8 hr

4 hr

2-4 hr

6-8 hr



KLIMUD ne diyor?

Tani yontemleri duyarlilik ve tercih sirasina gore:
a. Nukleik asit testleri (PCR esasli testler)
b. Hizli antijen testleri

* Influenza A/B antijen testi: Mevsimsel insan influenza viruslari icin gelistirilmis bir testtir.
Pandemik (HIN1v) influenza A susu icin duyarhhgi %10-70 arasinda bildirilmistir.
Ulkemizden bildirilmis iki calismada, salginin tepe yaptigi dénemde, antijen testlerinin
duyarhliklart %60’in Gizerinde saptanmistir(%65,7(*)-%61.6(**)

* Hizli tani testleri, diger llkelerde oldugu gibi, GUlkemizde de belli kosullarda kullanilabilir.
Bu testlerin pandemik influenza tanisindaki anlam ve kisithliklari, glincel stirveyans
verileri i1siginda degerlendirilerek gtincellenmeli ve bilgiler web Uzerinden paylasiimalidir.



KLIMUD

* Hizli antijen testi sonuclarinin yorumlanmasinda dikkat edilmesi ve
sonuc raporuna eklenmesi gereken 6nemli noktalar :

* a. Hizl test ile negatif sonuc alinmasi: infeksiyonun olmadigi anlamina
gelmez. Daha guvenilir bir negatif sonuc icin, testin daha duyarl olan PCR
yontemi ile tekrarlanmasi gerekir

* b. Hizli test ile pozitif sonuc¢ alinmasi: Hizl testler, influenza A'nin alt tiplerinin
ayirt edilmesine olanak vermez. Pozitif influenza A sonucu, mevsimsel
influenza A suslari veya pandemik HIN1 kaynakli olabilir. Salt salgin kokeninin
dolasmakta oldugu dénemlerde dogrulama ya da tiplendirme icin ek test
yapilmasina gerek olmamakla birlikte mevsimsel influenza kdkenlerinin (H3N2
ya da HIN1) dolasima girmesiyle bu durum degisecektir.

* Sonuc raporunda, yukaridaki bilgiler ve kullanilan kitin markasi yer almalidir



e Grip aktivitesinin yiksek oldugu donemde
— Yiksek PPD
— Dlsuk NPD

e Grip aktivitesinin dusitk oldugu donemde
— Dusuk PPD
— Yiksek NPD

Hizli testin pozitif olmasi buyik olasilikla
grip lehine iken negatif olmasi gribi
dislamaz.

Hizli testin pozitif olmasi gribin kesin
varligini gostermezken negatif olmasi
blyuk olasilikla gribi dislamamizi saglar.



Ozetle

* Nukleik asit testleri
* hizh, duyarli ve 6zgillikleri ytksek

e Hizli testler
e pozitif prediktif degerleri yuksek olmasina karsin, negatif prediktif degerleri disuktur
 influenza alt tiplerini saptayamamaktadir



Dikkat!!

« Pandemilerin gidisi cok farkli olabilir

* Virus yayildikga, genetik degisiklik olabilir
* Oseltamivir R (mevsimsel H1IN1)
« Patojen hale donisme (H3N2, HSN1)

ECDC



Ilginiz icin tesekkiirler...

YOU'VE KILLED US ALL.




