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[ GENEL BILGI ]

* Genel olarak yuksek ates, oksuruk, halsizlik, kas agrisi
oelirtileri ile ortaya cikan influenza, kisa slrede
cendini sinirlayabilen enfeksiyonlar olusturdugu gibi
complikasyonlari ile kimi zaman o6limle sonuclanan

genis kapsamli hastalik tablolarina yol acabilir.

* Influenza enfeksiyonlarini, benzer bulgular ile
seyreden diger solunum vyolu enfeksiyonlarindan
klinik olarak ayirt etmek glictir ve laboratuvar tani
testlerine ihtiyac duyulmaktadir.



| GENELBILGI |

Laboratuvar Tani

* |nfluenza virtslerinin izolasyonu ve tiplendirilmesi

* |nfluenza antijenlerin saptanmasi
— Direkt immunofloresan antikor testleri (DIFA)
— Immunoenzimatik testler (ELISA)
— Immunokromotografik testler

* Viral Nukleik asitlerin saptanmasi

— Revers transkriptase real-time PCR



| GENELBILGI |

Influenza enfeksiyolarinda erken tani 6nemlidir:

*En uygun hasta yonetiminin saglanmasi
*Yardimci test istemlerinin azaltiimasi
*Gereksiz antibiyotik kullaniminin 6nlenmesi
*Anti-viral tedavinin zamaninda uygulanmasi

*Enfeksiyon kontrol dnlemlerin alinmasi



| GENELBILGI |

Hizhi Testler

* Son zamanlarda influenza virusunun antijenlerine
karsi elde edilmis monoklonal antikorlarin kullanildigi
immunokromatografik yontemler ile hizli testler
gelistirilmistir.

e Hasta basi veya "point of care" testleri olarak da
adlandirilan hizli testler ile 10-20 dakika gibi kisa bir
sure icerisinde sonuc elde etmek mimkundur.



| GENELBILGI |

Hizli Testler

 Dusuk maliyetli, ileri teknoloji gerektirmeyen kolay
uygulanabilir testlerdir.

 Duyarliiklarinin  disik olmasi  hizh  testlerin
dezavantajidir.

* Grip aktivitesine bagl olarak degisen pozitif prediktif
deger (PPD) ve negatif prediktif deger (NPD) hizli
testlerin kullaniminda dikkat edilmesi gereken 6nemli
unsurlardir.



| GENELBILGI |

* Grip aktivitesinin yuksek oldugu donemde;

— Yuksek PPD Hizhh testin pozitif olmasi buyuk olasilikla

- . grip lehine iken negatif olmasi gribi
DUSUk NPD dislamaz.

* Grip aktivitesinin disuk oldugu dénemde;

— DU§Uk PPD Hizli testin pozitif olmasi gribin kesin
. varligini gostermezken negatif olmasi
— Yiksek NPD _J buyuk olasilikla gribi dislamamizi saglar.



[ AMAC }

* Yuksek morbidite ve mortalite ile gorulebilen ve
toplumda hizla yayilarak salginlar yapabilen grip ile
mucadelede, saglik sistemimizin ilk temas noktalarini
olusturan aile hekimleri dnemli rol oynar.

* Influenza slirveyansi ve asi calismalarina aktif olarak
katilan  aile  hekimlerinin  tani  olanaklarinin
gluclendirilmesi, hastalarin yodnetimi, tedavisi ve
korunmada saglayacagi yararlarin yanisira diger saglik
kurumlarinin is yuktna azaltabilir.



[ AMAGC ]

 BD Verritor hizli antijen testinin; influenzanin
aktif oldugu donemde, birinci basamak saglik
hizmetlerinde kullanimi sirasinda, real-time
PCR yontemine gore duyarlilik, ézgullik, PPD
ve NPD’nin belirlenmesi amaclanmistir.



[ MATERYAL VE METOD]

e Calisma Ekim 2014 — Mayis 2015 tarihleri arasinda
Istanbul’da 9 Aile Saghk Merkezi (ASM) dahil edilerek
Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakultesi Viroloji
Bilim Dali (ITFVBD) Influenza Referans
Laboratuvari’'nda yapilmistir.

e Calisma icin hasta potansiyeli ylksek olan ve
influenza surveyans calismalarina katilan ASM’ler
secilmistir.



[ MATERYAL VE METOD J

Calisma Grubu

e Calismaya influenza benzeri hastalik (ILI) kriterlerine
uygun hastalar dahil edilmistir.

— 37.8’in Uzerinde ates
— Okslirik ve/veya bogaz agris|

— Bu belirtiler icin bilinen baska bir nedenin
olmamasi

Centers for Disease Control and Prevention. Morbidity and Mortality
Weekly Report,vol.57,n0.3, pp.61-65, 2008.



[ MATERYAL VE METOD]

Orneklerin Alinmasi ve Transportu

* Calismanin baslangicinda aile hekimlerine 6rneklerin
alinmasi, transportu ve hizli testin uygulanmasi icin
gerekli egitim verilmistir.

* |LI semptomlarinin basladigi ilk G¢ gln icerisinde aile
hekimleri tarafindan 2 nazal stirinti érnegi alinmistir.

* Orneklerin alinmasi icin Virocult (Medical Wire
Equipment CO, Ref No: MW 95085, Ingiltere) swab
kullaniimistir.



[ MATERYAL VE METOD]

Orneklerin Alinmasi ve Transportu

* Orneklerden birisi ASM’de BD Verritor testi icin
kullaniimistir.

* Digeri real-time PCR testi icin ITFVBD Influenza
Referans laboratuvarina gonderilmistir.

* Referans laboratuvarina gonderilecek swablar viral
transport besiyeri icerisinde +4 °C’de korunarak en
gec 48 saat icerisinde laboratuvara ulastiriimistir.



[ MATERYAL VE METOD]

BD Verritor Flu A+B Testi

* Influenza A ve B niikleoprotein antijenlerini kalitatif
olarak saptayabilen hizli kromotografik bir testtir.

e Test Uretici firmanin Onerileri dogrultusunda
uygulanmistir. Uygulanmasi 10 dak stren testin
sonucu okuyucu cihazindan alinmistir.




[ MATERYAL VE METOD]

Real-time PCR

* Real-time PCR islemi ITFVBD Influenza Referans
Laboratuvarinda tek kor olarak yapilmistir.

* Laboratuvara ulasan o6rneklerin uygunlugu kontrol
edildikten sonra hazirlik islemlerinden gecirilmistir.

— Homojenizasyon icin vorteksleme ve 2m| MEM besiyerine
tamamlanarak kriyotlipe (Corning criogenic vial 2.0 ml, Ref

No: CLS430659 SIGMA, ingiltere) aktarma
* Orneklerin hazirlanmasi ile ilgili tum islemler laminer

kabinde gerceklestirilmistir.



[ MATERYAL VE METOD J

Ekstraksiyon

* Viral RNA ekstraksiyonu icin EZ1 Virus Mini Kit V 2.0
(QIAGEN, Ref No: 955134, Almanya) kullaniimistir.

e Ekstraksiyon islemi uretici firmanin talimatlar
dogrultusunda EZ1 Advanced XL (QIAGEN, Japonya)
cihazinda yapilmistir.



[ MATERYAL VE METOD]

Amplifikasyon

 Real-time PCR asamasi CDC protokoline uygun
olarak duzenlenmistir. Calismada kullanilan primer -
prob dizileri ve pozitif kontroller DSO’den temin
edilmistir.

 Amplifikasyon islemi, “Real Time ready RNA Virus
Master” (Roche, Ref No: 05619416001, Almanya)
enzim karisimi kullanilarak LightCycler 480 Il (Roche,
Almanya) cihazinda gerceklestirilmistir.



[ BULGULAR ]

e Calisma kapsaminda 135 kadin (%57), 102 (%43)
erkek olmak Uzere toplam 237 hastaya ait burun
surintlu ornegi incelenmistir.

e Calismaya dahil edilenlerin 165 (%70)’inin yetiskin,
72 (%30)’sinin cocuk (<19 yas) oldugu belirlenmistir.

* Yetiskin hastalarin yas ortalamasi 42.4 (19-84), cocuk
hastalarin yas ortalamasi 10.2 (1-18) olarak
hesaplanmistir.



Calisma Grubunun Ozellikleri

Cocuk grubu Yetiskin grubu TUm gruplar
(n=72) (n=166) (n=238)
Kadin o 109 135 (% 57)
Erkek 45 >7 102 (% 43)
+ +
Yas ortalamasi 10.3+4.7 42.5+13.7 372 7418.9
Belirtilerin baslagi¢
+ +
dénemi (gln) 28419 2345 2.3t1.6
o (o)
Asilanma durumu 2 (% 2.8) 11 (% 6.6) 13 (% 5.5)
. v g o 0
Kronik hastalik varligi 2 (% 2.8) 19 (% 11.4) 21 (% 8.8)

*Kronik hastalik oranlari; allerjik rinit %4, astim %1.6, diabet ve hepatit C %4,
hipertansiyon (HT) %1.6, diabet+HT %4, epilepsi %4, hipotroidi %4, HT+KKY %4, kr.
akciger hast. %4, KOAH %8, KOAH+HT %4, meme Ca %4, splenektomi %4.



[ BULGULAR ]

* Bu calismada 237 6rnegin 121 (% 51)’inde real-time
PCR ile influenza pozitif olarak saptanmistir.
— 54 (% 45) influenza A
— 67 (%55) influenza B

 Bulgularimizin, 2014-2015 sentinel influenza
sirveyansi ile uyumlu oldugu gorilmaustar.
— Influenza pozitifligi; %44.4

* influenza A; % 40
e influenza B; % 60



Hizli testin tiim gruplarda influenza A+B icin
real-time PCR’a gore performans analizi

Hizh Test Real-time PCR

Pozitif Negatif Total
Pozitif 95 8 103
Negatif 26 108 134
Total 121 116 237

Duyarlihk: % 78,5 Pozitif prediktif deger: % 92.2
Ozgullik % 93.1 Negatif prediktif deger: % 80.5



Hizli testin ¢ocuklarda influenza A+B icin
real-time PCR’a gore performans analizi

Hizl Test Real-time PCR

Pozitif Negatif Total
Pozitif 28 2 30
Negatif 9 33 42
Total 37 35 72

Duyarlilik: % 75.6 Pozitif prediktif deger: % 93.3
Ozgullik % 94.2 Negatif prediktif deger: % 78.5



Hizli testin yetiskinlerde influenza A+B icin
real-time PCR’a gore performans analizi

Hizlh Test Real-time PCR

Pozitif Negatif Total
Pozitif 67 6 73
Negatif 17 75 92
Total 84 81 165

Duyarhhk: % 79.7 Pozitif prediktif deger: % 91.7
Ozgullik % 92.5 Negatif prediktif deger: % 81.5



Hizli testin tiim gruplarda influenza A icin
real-time PCR’a gore performans analizi

Hizli Test Real-time PCR

Pozitif Negatif Total
Pozitif 45 6 51
Negatif 9 177 186
Total 54 183 237

Duyarhihk: % 83.3 Pozitif prediktif deger: % 88.2
Ozgullik % 96.7 Negatif prediktif deger: % 95.2



Hizli testin ¢ocuklarda influenza A icin
real-time PCR’a gore performans analizi

Hizh Test Real-time PCR

Pozitif Negatif Total
Pozitif 14 2 16
Negatif 2 54 56
Total 16 56 72

Duyarlihk: % 87.5 Pozitif prediktif deger: % 88.5
Ozgullik % 96.4 Negatif prediktif deger: % 96.4



Hizli testin yetiskinlerde influenza A icin
real-time PCR’a gore performans analizi

Hizli Test Real-time PCR

Pozitif Negatif Total
Pozitif 31 4 35
Negatif 87 123 130
Total 38 127 165

Duyarhihk: % 81.5 Pozitif prediktif deger: % 88.5
Ozgullik % 96.8 Negatif prediktif deger: % 94.6



Hizli testin tiim gruplarda influenza B icin
real-time PCR’a gore performans analizi

Hizli Test Real-time PCR

Pozitif Negatif Total
Pozitif 50 2 52
Negatif 17 168 185
Total 67 170 237

Duyarlilik: % 74.6 Pozitif prediktif deger: % 96.1
Ozgullik % 98.8 Negatif prediktif deger: % 90.8



Hizli testin ¢ocuklarda influenza B icin
real-time PCR’a gore performans analizi

Hizli Test Real-time PCR

Pozitif Negatif Total
Pozitif 14 0 14
Negatif 7 51 58
Total 21 51 72

Duyarlilik: % 66.6 Pozitif prediktif deger: % 100
Ozgullik % 100 Negatif prediktif deger: % 87.9



Hizli testin yetiskinlerde influenza B icin
real-time PCR’a gore performans analizi

Hizli Test Real-time PCR

Pozitif Negatif Total
Pozitif 36 2 38
Negatif 10 117 127
Total 46 119 165

Duyarlihk: % 78.2 Pozitif prediktif deger: % 94.7
Ozgullik % 98.3 Negatif prediktif deger: % 92.1



Tum Gruplar i¢cin performans analizi

(]

Tiim gruplarda influenza (A+B) 79 (95/121) 93 (108/116) 92 (95/103) 81 (108/134)

Cocuk grubunda influenza (A+B) 76 (28/37) 94 (33/35) 93 (28/30)

79 (33/42)
Yetiskin grubunda influenza (A+B) 80 (67/84) 93 (75/81) 92 (67/73) 82 (75/92)
Tiim gruplarda influenza A 83 (45/54) 97 (177/183) 88 (45/51) 95 (177/186)
Cocuk grubunda influenza A 88 (14/16) 96 (54/56) 88 (14/16) 96 (54/56)
Yetiskin grubunda influenza A 82 (31/38) 97 (123/127) 89 (31/35) 95 (123/130)
Tiim gruplarda nfluenza B 75 (50/67) 99 (168/170) 96 (50/52) 91 (168/185)
Cocuk grubunda influenza B 67 (14/21) 100 (51/51) 100 (14/14) 88 (51/58)

Yetiskin grubunda influenza B 78 (36/46) 98 (117/119) 95 (36/38) 92 (117/127)



[ TARTISMA ]

e Hizli testlerin duyarlihigini etkileyen faktorler;
— karsilastirici altin standart yontemler (PCR ya da kiltiir)
— populasyon
— ic calisma kosullari (6rnek toplanmasi, transport, swab, vb)
— kullanilan ILI tanimlamalari
— semptomlarin baslangici
— kullanilan hizli testler
— test edilen alt tipler



Performance of six influenza rapid tests in

detecting human influenza in clinical specimens.
Hurt AC, Alexander R, Hibbert J, Deed N, Barr IG

 Cogunlugu cocuklardan alinan 177 klinik 6rnekte 6 farkl

hizli testin, hicre kiltirine gore degerlendirilmesi
EE—

— Binax Now Influenza A&B,
— Directigen EZ Flu A+B,

Duyarhhlk; % 67 - 71
— Denka Seiken Quick Ex-Flu, ~—— Ozgiilliik; % 99-100
— Fujirebio Espline Influenza A&B-N

— Quidel QuickVue Influenza A+B Test
——

Duyarhhk; % 10

— Rockeby Influenza A Antigen Test Ozgiilliik; % 100

J Clin Virol. 2007 Jun;39(2):132-5. Epub 2007 Apr 23.



Farkli Ug¢ tip hizli antijen testini karsilastiran bir
calismada BD Veritor System Influenza A+B testinin
iyi bir performansa sahip oldugu bulunmustur.

[nfluenza type ~ RIDT

Positive agreement (%) (95% Cl)

Negative agreement (%) (9% Cl)

PPV (%) (95% Q)

NPV () (95 C1)

A Veritor
Sofia

Binax

B Veritor
Sofia
Binax

46/48,95.8% (846-99.3

(
4548, 93.8% (818-984)
)
38148, 792 (646-89.0)

49/5, 942% (83.1-985)
51/52, 98.1% (88.4-999)
42/5,808% (670-899)

188/192, 97.9% (944-993)
175/192,91.1% (86.0-946)
191/192,99.5% (96.7-100)

188/188, 100% (975-100)
133188, 70.7% (636-77.0)
187/188, 99.5% (96.6-100)

45/49,91.8% (795-974)
46/63, 73.0% (60.1-83.)
18139, 9745 (849-999)

49749, 100% (909-100)
51/106, 48.1% (38.4-58.0)
42/43,97.7% (862-999)

188/191,984% (95.1-996)
175/177,989% (95.5-998)
191201, 950% (90.8-975)

188/191,984% (95.1-996)
133/134,993% (95.3-100)
187/197,949% (906-974)

(I = confidence interval.

J. Dunn et al. / Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 79 (2014) 10-13



[ TARTISMA ]

 Calismamizda BD Veritor System Flu A+B testi, ASM
kullanimlarinda tum gruplarda influenza A ve B icin
iyi performans gostermistir.

— Duyarhlik: % 79
— Ozgulluk: % 93
— PPD: % 92
— NPD: %81



Accuracy of Rapid Influenza Diagnostic Tests

A Meta-analysis
Chartrand C, Leeflang MG, Jessica Minion J, Brewer, Pai M

* 159 calismanin analizi sonucunda havuzlanmis degerler;
— Duyarhilik: % 62.3 (% 95 Cl, % 57.9 - % 66.6)
— Ozgiillik: % 98.2 (% Cl, % 97.5 - % 98.7)
— PPD: 34.5 (CI, 23.8 - 45.2)
— NPD: 0.38 (Cl, 0.34 - 0.43)
— Eriskinlerde duyarhilik: % 53.9 (Cl, % 47 - % 59.8)
— Cocuklarda duyarlilik: % 66.6 (Cl, % 61.6 - % 71.7)
— Influenza A icin duyarhlik: % 64.6 (Cl, % 59.0 - % 70.1)
— Influenza B igin duyarhilik: % 52.2 (Cl, % 45.0 - % 59.3).

Ann Intern Med. 2012;156:500-511



[ TARTISMA ]

* Cocuklarda viral atilimin fazla olmasi nedeniyle
eriskinlere goére hizli testler ile influenza
virusunu saptamada daha iyi sonuclar elde
edilmektedir.

Ann Intern Med. 2012;156:500-511



Influenza A (H1N1) pdmO09 Tanisinda Hizli Antijen Testi
ile RT-PCR Testinin Karsilastirilmasi

Begiim NALCA ERDIN, ©. Alpay OZBEK, Murat DUMAN, A. Arzu SAYINER

 Turkiye'de 2009-2010 grip sezonunda cocuklarda
yapilan bu calismada; influenza A ve B icin duyarlilik
% 62.5, 6zgullik % 96.2 bulunmustur.

e Ayni calismada influenza A (H1IN1) pdmO09 icin;
— Duyarhlik; % 63.4,
— Ozgiilliik; % 100,
— PPD; % 100 ve
— NPD; % 64.2 olarak bulunmustur.

Turk Mikrobiyol Cem Derg 45(4):160-164, 2015



[ TARTISMA

* Calismamizda cocuk grubundan elde ettigimiz
sonuclar Turkiye ve Dunyadaki calismalar ile uyumliu
bulunmustur.

* Influenza A ve B icin;
— Duyarhhlik; % 76
— Ozgiilliik; % 94
— PPD; % 93
— NPD; % 79



[ TARTISMA

* Calismamizda influenza A'nin duyarliligi metaanaliz
calimalarinda oldugu gibi daha ylksek bulunmustur.

Duyarlihk influenza B influenza A
Tdm Gruplar 75 83
Cocuk 67 88

Yetiskin 78 82



[ TARTISMA

* Calismamizda en yuksek PPD; cocuk grubunda
influenza B icin %100 olarak bulunmustur.

* Bu sonuc¢ calismamizin yapildigl sezonda influenza
B’nin baskin olmasi ile iliskilidir.

* Tek bir sezonda gerceklestirilmis olmasi calismamizin
kisithhgidir. Sonuclar, diger influenza suslarinin baskin
oldugu sezon salginlarinda farkhlik gosterebilir.



[ SONUG ]

e Sonu¢ olarak BD Verritor Flu A+B testinin aile
hekimliginde kullanimi, real-time PCR yontemine
gore vyetiskin ve cocuklarda iyi performans
gostermistir.

 Ancak klinik ve maliyet etkilerinin gosterilebilmesi
icin ek calismalara ihtiyac vardir.
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Analytical performance of the BD veritor™ @
system for rapid detection of influenza

virus A and B in a primary healthcare

setting

Sevim Mese' @, Hulya Akan?, Selim Badur', Aysun Uyanik' and Istanbul Rapid Test Study Group

Bu calisma (53/457) numarali proje oOnerisi ile
Yeditepe Universitesi Etik Kurulu’ndan onay almistir.

«Becton Dickinson» firmasi, calismada kullanilan hizli
antijen testlerini saglayarak destek olmustur.
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