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OZET

influenza virus enfeksiyonlari, epidemi ve pandemi olusturma 6zelligi nedeniyle nemi giderek artan
ciddi bir halk saghgr sorunudur. Tirkiye’de Saglik Bakanligi'nin, “hastaliga neden olan virus tiplerini be-
lilemek ve mevcut aginin etkili olup olmadigini saptamak” amaciyla uyguladigi Ulusal influenza Strve-
yans Sistemi iki merkezde takip edilmektedir. Uluslararasi bilgi agina lye olan Refik Saydam Hifzissihha
Merkezi Ulusal influenza Laboratuvari 9 ilde, istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Viroloji Laboratuvari ise 5
ilde influenza siirveyansini gerceklestirmektedir. Bu calismada, Kasim 2007-Mayis 2008 sezonunda 9 il-
den (Ankara, Samsun, Trabzon, Erzurum, Adana, Konya, Diyarbakir, Malatya ve Van illerini temsilen se-
¢cilmis 90 saglik kurulusundan) laboratuvarimiza gonderilen 1157 klinik 6rnegin influenza ve diger solu-
num yolu viruslar [parainfluenza virus tip 1-3, solunum sinsityal virusu (RSV) ve adenovirus] agisindan
degerlendirme sonuglarinin sunulmasi amaclanmistir. Orneklerde virus tespiti ve tanimlanmasi, hem ger-
cek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu hem de hiicre kiltiiri (MDCK ve Hep-2) yontemleriyle yapilmis-
tir. Orneklerin %27.7'sinde (321/1157) influenza ve diger solunum yolu viruslarindan en az birisi, 16’sin-
da ise iki farkl virus olmak tizere toplam 337 virus susu tanimlanmistir. Tim 6rnekler (n= 1157) deger-
lendirildiginde en sik rastlanan virus %16.2 (n=188)’lik oranla influenza A olmug (HINT1: %6.3; H3N2:
%09.9), onu influenza B (n= 88, %7.6), parainfluenza (n= 27, %2.3), adenovirus (n= 24, %2) ve RSV (n=
10, %0.9) izlemistir. Pozitif 6rnekler (n= 337) dikkate alindiginda ise yine en yiiksek oranda influenza A
virusu (%55.7) tespit edilmis (alt tip dagihmi: HINT %38.8, H3N2 %61.2), influenza B (%26.1) ikinci si-
rayl almistir. Sonuglarimiz, influenza aktivitesinin Kasim ayinda basladigini ve Mayis ayinda sonlandigini
g6stermis; influenza A HIN1‘in Ocak ayinda, H3N2'nin Aralik ve Subat aylarinda baskin tip oldugu izlen-
mistir. influenza B viruslarinin Subat ayinda artmaya basladigi ve Mayis ayina kadar varhigini strdtrdigi
gorilmustir. Sonug olarak tlkemizin adi gecen bolgelerinde 2007-2008 influenza sezonunda orta di-
zeyde bir klinik aktivite ve influenza A H3N2 baskinhdr gézlenmistir. Bulgularimiz agi susu ve rapor edil-
mis diger virug suslari ile benzerlik gostermektedir.
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ABSTRACT

Influenza virus infections constitute a serious public health problem owing to their epidemic and
pandemic potential. Turkish Ministry of Health established the national influenza surveillance program-
me in two institutes to detect the virus types leading to the illness and the efficiency of the seasonal vac-
cine. Influenza surveillance is performed by Refik Saydam Hygiene Center, National Influenza Laboratory
in nine provinces (which are located at central, northeast, south and east parts of Turkey) and by Istan-
bul University, Medical Faculty, Virology Laboratory in five provinces (which are located at west and
northwest parts of Turkey). These two centers are the members of international information networks.
The surveillance was aimed to contribute to the detection of influenza viruses with pandemic potential
and also to determine the predominant strain circulating in Turkey. During November 2007-May 2008
period a total of 1157 clinical specimens collected from 90 health centers which were the representati-
ves of nine provinces (Ankara, Samsun, Trabzon, Erzurum, Adana, Konya, Diyarbakir, Malatya and Van)
were investigated for the presence of influenza virus and other respiratory viruses (Parainfluenza virus
types 1-3, Respiratory Synctial Virus and Adenovirus). Samples were identified and subtyped by both
molecular (real-time PCR) and cell culture techniques (MDCK and Hep-2). Influenza virus and at least
one of the other respiratory viruses were detected in 321 (27.7%) and two different viruses in 16 of the
specimens (total= 337). When all the specimens were considered, the most frequently identified virus
was influenza A (n=188, 16.2%), HIN1 being 6.3% and H3N2 9.9%.The rate of identification for influ-
enza B was 7.6% (n= 88), for parainfluenza was 2.3% (n= 27), for adenovirus was 2% (n= 24) and for
RSV was 0.9% (n= 10). When only the positive specimens (n= 337) were evaluated, influenza A was aga-
in the most frequently (55.7%) encountered virus, HIN1 being 38.8% and H3N2 61.2% of all. Influen-
za B was in the second rank with 26.1% frequency among the positive specimens. The results showed
that influenza activity started around November and ended around May. When the distribution of influ-
enza viruses were analysed according to months, Influenza A HIN1 predominated in January, influenza
A H3N2 in December and February. influenza B viruses started to increase in February, and were also de-
tected in May. The 2007-2008 influenza season in Turkey was characterized by moderate clinical acti-
vity, and a predominance of influenza A H3N2. These results indicate good match between the vaccine
virus strains and the reported virus strains.

Key words: Influenza, surveillance, Turkey.

GIRis

influenza virusu, akut solunum yolu hastalii yapan ve epidemi ve pandemilere yol
acabilen bir halk saghgi sorunudur. influenza virus enfeksiyonunun morbidite ve morta-
lite orani, kuclik cocuklar, yashlar ve kronik hastaligi olan bireylerde oldukca yuksektir.
Ayrica saglikh erigkinlerde is gticti kaybina ve dolayisiyla da ciddi ekonomik kayiplara ne-

den oldugundan gelismis Ulkelerde giderek Gzerinde durulan bir konu haline gelmekte-
dir'4.

Orthomyxoviridae ailesinde yer alan influenza virusu, zarfl, heliksel niikleokapsidli,
negatif polariteli, tek iplikli ve 8 segmentli RNA iceren bir virustur. Virusun matriks ve
niikleoprotein yapisina gore 3 tipi (A, B, C) bulunmakta olup A ve B tipleri insanda has-
talik olusturmaktadir. Influenza A virusu, zarf ylzeyinde bulunan hemaglitinin (HA) ve
noéraminidaz (NA) antijenlerinin farkliliklarina gore alt tiplere ayrilmaktadir. Bugtine ka-
dar 16 HA ve 9 NA antijeni tanimlanmistir. HA'ya karsi olusan antikorlar hastaliktan ko-
runma ile iligkilidir. HA geninde ortaya cikan mutasyonlar (drift) veya genetik karigimlar
(shift), yeni ylizey antijenlerinin olugmasina ve virusun konak immiuin sisteminden kacigi-
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na neden olmaktadir. Bdylece influenza A virusu her yil Mart-Aralik aylarinda epidemile-
re neden olabilmekte, antijenik degisimlerinin buylkligi olctsiinde de yeni bir virus ti-
pi ile pandemi ihtimali bulunmaktadir'-3.

Gribin yol actigi durumlar g6z 6ntine alindiginda, etkene karsi hazirlikli olmak gerek-
tigi ortaya cikmaktadir®. Hastaliktan korunma, son sezonda dolasan i¢ susu iceren asi ile
gerceklestirilmektedir. Asinin etkinligi, asilanan kisinin yas ve immiin yeterliligine ve asi
tipleri ile dolagimdaki tiplerin immunojenik benzerligine bagl olarak degismekle birlikte,
koruyuculuk %70-90 arasindadir'-%®,

T.C. Saglik Bakanhgi Temel Saglhk Hizmetleri Genel Midurligi’'nin 21.10.2005 tarih
ve “Ulusal influenza Stirveyansi” konulu genelgesinde ulusal siirveyans calismasinin te-
mel amaci; “hastaliga neden olan virus tiplerini belirlemek ve mevcut asinin etkili olup
olmadigini saptamaya calismak” olarak belirlenmistir. Bu amaca uygun olarak influenza
stirveyansi calismalari 14 ilden gelen ornekler ile iki ayri merkezde gerceklestiriimektedir.
Dokuz ilimizden gonderilen siirveyans 6rnekleri Refik Saydam Hifzissshha Merkezi Bas-
kanligi (RSHMB) Viroloji Referans ve Arastirma Laboratuvari biinyesindeki Ulusal influen-
za Laboratuvarinda, 5 ilimizden génderilen siirveyans érnekleri istanbul Universitesi Tip
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal Viroloji Laboratuvarinda influenza ve diger solunum
yolu viruslar agisindan incelenmektedir.

Bu ¢alismada; RSHMB Ulusal influenza Laboratuvarina Kasim 2007-Mayis 2008 kis se-
zonunda slirveyans amaciyla gonderilen 6rneklerin virus tip ve alt tiplerinin yas, cinsiyet,
illere ve zamana gore dagihmlarinin irdelenmesi amaclanmuistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya Kasim 2007-Mayis 2008 kis sezonunda, RSHMB Ulusal influenza Laboratu-
varina Ankara, Samsun, Trabzon, Erzurum, Adana, Konya, Diyarbakir, Malatya ve Van il-
lerini temsilen secilmis 90 saglik kurulusundan (her ilden 10 saglik merkezi) ve diger il-
lerden gonderilen ornekler dahil edildi. Strveyans kapsamindaki illere, viral tagima vasa-
t1 (VTM), ekiivyon cubuklari, hasta bilgi formlari, 6rnek alma ve gonderme prosediiri la-
boratuvarimiz tarafindan saglandi.

Virusun varligini arastirmak Gzere bogaz, nazal ve nazofarengeal siirintli 6rneklerinin
VTM (penisilin-streptomisin ve sigir serum albumini ile desteklenmis MEM) icine alina-
rak ve soguk zincir kurallarina uyularak en fazla 72 saatte laboratuvara ulastiriimasi 6ne-
rildi. Laboratuvara ulasan ornekler 1000 x rpm’de santriflij edildikten sonra slipernatan
U¢ kisma ayrildi. Hiicre kiltiirti ve polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) calismalari icin ayri-
lan 6rnekler, 4°C’ye kaldirildi ve 24-48 saat icinde ¢alismaya alindi. Stoklanmak tizere ay-
rilan kisim, -80°C’de derin dondurucuda saklandi”8.

Her bir 6rnek, influenza viruslarinin hizli tanisi icin, oncelikle “in-house” gercek za-
manl (real-time) PCR ile calisildi. PCR 6ncesi RNA ekstraksiyonu amaciyla QlAamp viral
RNA mini kiti (Qiagen, Valencia, CA, ABD) kullanildi. PCR islemi; primer ve problar
(CDC; influenza A, B, H1, H3 ve H5) ile 2x tampon c¢ozeltisi (Invitrogen, CA, ABD) ve
Taq DNA polimeraz (SuperScript™ Ill Platinum, Invitrogen, CA, ABD) kullanilarak gergek
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zamanl PCR cihazinda (Stratagene Mx3005P, Stratagene, ABD) gerceklestirildi. Virusun
tanimlanmasi ve tiplendirilmesi amaciyla molekiler yontemlerin yani sira hiicre kiltirt
teknikleri de kullanildi.

influenza ve diger solunum yolu viruslarin arastinlmasi amaciyla her bir 6rnek MDCK
ve Hep2 hiicre kiiltlrlerine ayri ayr inokule edildi. Virus tremesi, gtinliik sitopatik etki
(cytopathic effect; CPE) takibi ile degerlendirildi. Ornek ekimi yapilan MDCK hiicre kiil-
tlrd stpernatanlarinin tamamina (CPE pozitif/negatif) inokilasyonu takip eden 3. ve 7.
glinlerde hemagliitinasyon (HA) testi yapildi. HA negatif bulunan 6rneklere ait hiicre kuil-
tird spernatanlarindan ikinci inokiilasyon gergeklestirildi (kér pasaj). inokiilasyon son-
rasi takip ve HA testleri benzer sekilde gerceklestirildi. HA pozitif tespit edilen 6rneklerin
hemaglitinasyon inhibisyon (HAI) testi ile tiplendirilmeleri yapilmak suretiyle antijenik
karakterizasyonlari belirlendi. HAI testinde Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan 2007-
2008 influenza sezonu icin ©nerilen antijen ve referans antiserumlar (A/Wiscon-
sin/67/2005, A/Solomon Islands/3/2006, B/Malaysia/2506/2004 like-Vic lineage) kulla-
nildi”8.

influenza benzeri hastalik siirveyansinda; solunum sinsityal virusu (RSV), parainfluen-
za tip 1, 2, 3 ve adenovirus gibi solunum yolu viral patojenlerinin saptanmasi hedeflen-
di. Bu amacla, Hep-2 hiicre kiilturlerine inokile edilen 6rneklere 5-7 giin boyunca guiin-
[ik CPE takibi yapildi ve 7. glin sonunda ekim yapilan hiicrelerin tamami (CPE pozitif/ne-
gatif) indirekt fluoresan antikor testine (IFA) alindi. Bu amagla ekim yapilmis hicre kiil-
tarleri oncelikle solunum yolu viruslari agisindan tarandi, daha sonra 6zgul antiserumlar-
la tanimlandi”/8.

BULGULAR

Kasim 2007-Mayis 2008 doneminde laboratuvarimiza 9 ilin 90 merkezinden toplam
1157 6rnek gonderilmis ve orneklerin 0-75 yas arasindaki bireylerden alindigi belirlen-
mistir. influenza ve diger solunum yolu viruslarinin arastirildigi 6rneklerin ait olduklari
hastalarin demografik 6zellikleri Tablo I'de gosterilmistir.

Orneklerin 321 (%27.7)'inde influenza ve diger solunum yolu viruslarindan en az bi-
risi, 16’sinda ise iki farkl virus olmak tzere toplam 337 virus susu tanimlanmistir. En sik
rastlanan virus %16.2’lik oranla influenza A olmug (HIN1: 6.3; H3N2: %9.9), onu influ-
enza B virusu (%7.6) izlemistir (Tablo II). Viruslarin tiplendirme sonuglari ve illere gore
dagilimlar Tablo 1l’de verilmistir.

Influenza viruslarinin aylara gére dagilimi incelendiginde; influenza A HIN1’in Ocak
ayinda (%51) ve influenza A H3N2'nin Aralik ayinda (%90) gribin esas etkeni oldugu
gorilmustar. Influenza A'nin Mart ayindan itibaren hemen hemen hi¢ gérilmedigi
goOzlenmis; influenza B'nin ise Subat ayindan itibaren giderek etkin sus haline gectigi,
Mart ayinda pik yaptigi (%97) ve Nisan ayinda da varhgini stirdirdigu belirlenmistir.
influenza ve diger solunum yolu viruslarinin aylara gére dagilimi Sekil 1’de gorilmek-
tedir.
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Tablo I. Influenza veya Diger Solunum Yolu Viruslarinin Yas ve Cinsiyete Gére Dagilimi

Pozitif 0-15 yas 16-30 yas 31-45 yas 46-60 yas > 60 yas
Virus sayl E K E K E K E K E K
influenza AHIN1T 73 13 12 12 1 8 9 - 7 - 1
influenza AH3N2 115 7 8 18 23 12 25 6 8 6 2
influenza B 88 16 18 4 7 9 15 6 6 4 3
Parainfluenza 27 2 3 4 1 3 3 - -
RSV 10 1 1 1 2 1 - 1 1 -
Adenovirus 24 2 2 7 3 2 2 2 3 1 -
Toplam 337 41 44 46 50 33 60 17 28 12 6

Tablo II. influenza veya Diger Solunum Yolu Viruslar Saptanan Olgularin illere Gére Dagilimi

Pozitif olgu sayisi (%)

il (toplam influenza influenza influenza

ornek sayisi) AHINT A H3N2 B Parainfluenza RSV  Adenovirus Toplam

Ankara (159) 9 22 13 3 3 2 49 (30.8)
Adana (127) 11 10 5 3 2 3 29 (22.8)
Diyarbakir (187) 9 11 17 3 1 1 40 (21.3)
Erzurum (102) 2 4 1 4 - 3 13(12.7)
Konya (73) 2 14 7 2 2 1 27 (36.9)
Malatya (57) 5 3 4 - - 1 13 (22.8)
Samsun (50) 3 9 2 2 1 1 18 (36)

Trabzon (191) 17 35 27 5 - 3 85 (44.5)
Van (156) 9 7 8 5 1 8 36 (23.1)
Diger (55) 6 - 4 - - 1 11 (20)

Toplam (1157)  73(6.3) 115(9.9) 88(7.6) 27(2.3) 10(0.9) 24(2) 321 (27.7)

70

60 M influenza A HIN1 ||
M influenza A H3N2

50 M influenza B —

40 [ Parainfluenza -
& RSV

30 O Adenowrus ]

20

10

0 ——. —_

l
Kasim Aralik Ocak Subat Mart Nisan Mayis

Sekil 1. Kasim 2007-Mayis 2008 kis sezonunda influenza ve diger solunum yolu virus tiplerinin aylara gére
dagilimi.
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TARTISMA

Tarkiye'de ilk influenza caligmalari Refik Saydam Merkez Hifzissthha Enstitlsi’nde,
1948-49 yillarinda gorilen influenza salgini sirasinda baglamigstir. 1950-51 yillarinda Tr-
kiye’de influenza virusu izolasyonu yapilmig, hasta bogaz calkanti 6rneklerinden izole
edilen viruslar, Diinya Grip Merkezi'nde (World Influenza Center; WIC) A1 tipi influenza
virusu olarak tanimlanmistir. Prof. Dr. Mehmed Ziihdi Berke tarafindan RSHMB’de kurul-
mus Viroloji Laboratuvari 2.2.1951 tarihinde DSO tarafindan “Tiirkiye influenza Merke-
zi” olarak kabul edilmis olup, halen DSO ile is birligi ve desteginde faaliyetlerini yiiriit-
mektedir®.

RSHMB Ulusal influenza Laboratuvarinda T.C. Saglik Bakanligi Temel Saglhk Hizmetle-
ri Genel Mudurligiinin “Ulusal influenza Strveyansi” konulu genelgesini takiben 2005
Aralik ayindan itibaren Ulusal influenza Strveyansi programi 9 ilden génderilen 6rnekler
ile yiruttlmektedir. Bu program ile grip ve grip benzeri hastaliga neden olan virus tip-
lerinin belirlenmesi amaclanmakta, boylelikle yeni sezon icin hazirlanmig olan aginin et-
kinliginin degerlendirilmesi yapilmakta ve olasi bir pandemi durumunun fark edilebilirli-
gi saglanmaktadir.

Bu calismada 2007-2008 yilinda kig doneminde 9 ilden slirveyans amaci ile gonderi-
len toplam 1157 ornek irdelenmis; orneklerin %27.7'inde influenza ve diger solunum
yolu viruslarindan en az biri pozitif olarak saptanmistir. Pozitif orneklerin tip ve alt tip da-
gilimlarina bakildiginda, grip/grip benzeri hastalik olusturan viruslardan influenza A
(188/337; %55.7)'nin bu dénem icin en sik tespit edilen etken oldugu, influenza B
(88/337; %26.1)'nin ise ikinci sirada yer aldigi gorilmds; influenza A toplam pozitif 6r-
nekler icerisinde alt tipleri incelendiginde HIN1T %38.8 (73/188), H3N2 ise %61.2
(115/188) oraninda saptanmistir (Tablo Il). Randomize olarak secilen bazi izolatlar, tip
ve alt tip dogrulanmasi amaci ile DSO Influenza Merkezine goénderilmis ve her érnek
dogrulanmustir.

DSO Influenza Merkezi, Mart 2008 Londra Raporu’na gére, 2007-2008 sezonunda
diinyanin bircok bélgesinde influenza aktivitesi disiik seviyededir'®. Asya ve Kuzey Ame-
rika’da Kasim-Ocak, Avrupa’da Aralik-Ocak doneminde aktivitenin en yulksek diizeye
ulastigi belirlenmis ve sezonun erken dénemlerinde Kuzey yarimkiirede influenza HTN1
viruslarinin hakim oldugu bildirilmistir. Amerika’da A/H3N2 viruslar Subat ayinda artig
gosterirken, influenza B viruslarinin orani 2008 yili siiresince giderek artmistir'®. Tiirki-
ye'de influenza aktivitesine bakildiginda, Kasim ayinda aktivitenin basladigi ancak Aralik-
Ocak doneminde diinya ile uyumlu olarak yikseldigi gorilmektedir. Ancak influenza
A'nin alt tipleri degerlendirildiginde, laboratuvar verilerimizin hem Istanbul Tip Fakiilte-
si Viroloji ve Temel imminoloji Bélimiinde gergeklestirilen ve “Ulusal influenza Sirve-
yansi” programinin istanbul, Bursa, Antalya, izmir ve Edirne illerini kapsayan sonuglarin-
dan, hem de Avrupa’nin diger ulkelerinin sonuglarindan farkhlik gosterdigi dikkati cek-
mektedir'®"". Ciblak ve arkadaslarinin'’ calismasinda H1N1’in baskin tip oldugu gorii-
lirken, Glkemizin Orta Anadolu ve dogusunu kapsayan siirveyans calismasi sonucunda
baskin tipin H3N2 oldugu gorilmdustir (Tablo 11).
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influenza aktivitesinde aylara gore baskin tip degerlendirildiginde; Aralik ayinda
H3N2'nin, Ocak ayinda H1N1'in en yuksek sikliga ulastigr goriilmektedir. Subat ayindan
itibaren Nisan ayina kadar baskin olan tip ise influenza B olup, Mart ayinda en yiiksek
diizeye ulagmaktadir (Sekil 1). Bu bulgu, hem diinya hem de Ttrkiye verileri ile uyumlu
olarak izlenmektedir'®1",

Sonug olarak, uluslararasi grip strveyansi bilgi sistemi ‘FLUNET e de girilmis ve ulus-
lararasi sistemlerle de paylasilmis olan 2007-2008 yili kis sezonuna ait Tirkiye'de dola-
san influenza tiplerine iliskin sonuclarimiz'®'2, influenza aktivitesinin diinya dagiimi ve
hazirlanmig agi icerigi ile uyumlu olarak heterojen bir dagilim gosterdigini ortaya koy-
maktadir.

TESEKKUR

Ankara, Samsun, Trabzon, Erzurum, Adana, Konya, Diyarbakir, Malatya ve Van Il Sag-
ik Mudurltklerine gosterdikleri is birligi icin, Centers for Disease Control and Preventi-
on (CDC, ABD) ve Diinya Saglik Orgiitii (DSO) Avrupa Ofisine her tiirlii destekleri icin
ve testlerin kisa siirelerde calisiimasinda gosterdikleri gayretlerinden 6tiirii RSHMB Viro-
loji Referans ve Arastirma Laboratuvari calisanlarina tesekkir ederiz.
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