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Amag: Calismanin amaci, tam uzunlukta agik okuma gergevesi acik erisimli GISAID veri tabaninda bulunan tiim
hemaglutinin (HA) gen dizilerini kullanarak, 2010-2024 yillari arasinda Tiirkiye ve komsu (lkelerde dolasan
influenza B virtslerinin filogenetik iliskilerini arastirmaktir. Ayrica, ¢alisma mevsimler arasi antijenik uzakliklari
belirlemeyi ve demografik bilgilerin dahil edilmesi ile bu faktérlerin influenza B viriislerinin epidemiyolojisi
lizerindeki olasi etkilerini incelemeyi amaglamaktadir.

Yéntem: Tiirkiye, Ukrayna, Yunanistan, Bulgaristan, Giircistan, Ermenistan, iran ve Suriye’den 2010-2024 yillari
arasinda veri tabanina yiiklenmis Victoria ve Yamagata soyuna ait tam uzunluktaki HA gen dizileri, MAFFT ile
hizalanmis ve filogenetik yakinliklari ultrafast bootstrap yéntemi (1000 tekrar) ile IQ-TREE arayiiziinde analiz
edilmistir. Veri tabaninda yer alan demografik bilgiler kullanilarak, hastalar yas gruplarina gére kategorize
edilmistir. Ayni dizilerin antijenik bélgelerinde meydana gelen degisiklikler incelenmis ve sezonlar arasi antijenik
uzakliklar Needleman-Wunsch algoritmasi ile hesaplanmustir.

Bulgular: Victoria soyuna ait viriislerin 0-18 yas arasi ¢ocuk ve genglerde, Yamagata soyundan virtislerin
19 yas Usti yetiskinlerde ¢ogunlukta oldugu belirlenmistir. Filogenetik analizler, Victoria soyunda sezonlar
arasi genetik farkliliklarin daha belirgin oldugunu, Yamagata soyunda bu farkliliklarin daha sinirli kaldigini
gostermistir. Bu durum, yas faktériiniin yakin cografyalardaki viriislerin yayihminda daha az etkili olabilecegi ile
iliskilendirilmistir. Ayrica, Yamagata soyundan viriislerin HA proteinlerindeki antijenik degisimlerin daha stabil
oldugu, Victoria soyundan virtislerin ise daha sik ve dinamik degisimler gegirdigi saptanmistir.

Sonug: Bu ¢alisma, farkl soylardan influenza B virtislerinin evrimsel dinamiklerinde ve epidemiyolojisinde, HA
proteininin antijenik bélgelerinde meydana gelen degisikliklerin 6nemli bir rol oynayabilecedini géstermektedir.
Ayrica, Yamagata soyundan virislerin cografi yayilimlarinin sinirli kalmasinin ve antijenik yapilarinin sezonlar
arasi korunmus olmasinin, bu soydan virislerin popilasyondan silinmesine katki saglayabilecegi 6ne
srdlmustdir.

Anahtar kelimeler: influenza B virtisleri, hemaglutinin, filogenetik
ABSTRACT

Objective: In the present study, we aimed to investigate the phylogenetic relationships of influenza B viruses
circulating in Tiirkiye and neighboring countries from 2010 to 2024 using full-length hemagglutinin (HA) genes
available on GISAID. Additionally, we aimed to determine the antigenic distances and evaluate the potential
impact of these factors and demographic data on virus epidemiology.

Methods: Full-length HA gene sequences of Victoria and Yamagata viruses from Tiirkiye, Ukraine, Greece,
Bulgaria, Georgia, Armenia, Iran, and Syria (2010-2024) were aligned using MAFFT. Phylogenetic relationships
were analyzed using IQ-TREE with the ultrafast bootstrap method (1,000 replicates). Patients were categorized
into age groups based on demographic data. Antigenic distances between seasons were calculated using the
Needleman-Wunsch algorithm.

Results: Victoria viruses were predominantly detected in children and adolescents (0-18 years), while Yamagata
viruses were more common in adults (19 years and older). Phylogenetic analyses revealed more pronounced
genetic differences between seasons for Victoria viruses, whereas Yamagata viruses showed limited variation.
This suggested that age might play a less significant role in the spread of viruses within geographically close
regions. Furthermore, the antigenic sites of HA proteins in Yamagata viruses were more stable, while those in
Victoria viruses showed frequent and dynamic changes.

Conclusion: The study demonstrated that changes occurring in the antigenic regions of the HA protein might
play a significant role in the evolutionary dynamics and epidemiology of influenza B viruses from different
lineages. Moreover, the limited geographic spread and conserved antigenic structures of Yamagata viruses
between seasons may contribute to their disappearance from the population.
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GIRIS

influenza viriisleri, toplum ve hayvan sagligi lizerinde
ciddi etkiler yaratan 6nemli viral patojenlerin basinda
gelmektedir. insanlarda dolasimda olan influenza Ave
B virlsleri, her yil diinya capinda mevsimsel salginlara
yol acarak neredeyse bir milyona yakin vakaya
neden olmaktadir®. influenza B virusleri, kiresel
¢apta salginlara yol agmasa da diinya genelindeki
mevsimsel influenza kaynakli enfeksiyonlarin yaklasik
dortte birinden sorumludur®?. Ayrica, influenza B
enfeksiyonlarinda karin agrisi, kusma ve ishal gibi
gastrointestinal belirtiler influenza A enfeksiyonlarina
kiyasla daha yaygindir®. H3N2 alt tipli influenza A
virusleri, en yuksek solunum/kardiyovaskiiler 6lim
oranina sahip olsa da (%8.47), HIN1 alt tipli influenza
A virtslerinden (%2.83) daha yiksek oranlara sahip
olan Yamagata (%5.81) ve Victoria (%3.68) soyuna ait
influenza B virlsleri de dikkate deger o6l¢lide 6lime
sebep olmaktadir®. Ayrica, hastaneye yatis oranlari
acisindan influenza B virtsleri (%50.1), 5-17 yas
grubunda HIN1 alt tipli influenza A virisleri (%55.3)
ile benzer diizeylerde seyretmektedir®. Bu bulgular,
influenza B virlslerinin toplum saghgl acgisindan
ne denli 6nemli oldugunu gozler dnline serse de
bu virislerin epidemiyolojik 6zellikleri ve antijenik
dinamikleri yeterince anlagilamamistir.

influenza B viriislerinin genomu, negatif-polariteli
tek-sarmalli RNA molekilinden olusan sekiz ayri
gen pargasindan meydana gelmektedir. Bu gen
parcalarindan temel olarak PB2, PB1, PA, HA, NP, NB,
NA, M1,BM2,NS1ve NEP proteinleri iretilmektedir®,
Viris genomunun replikasyonu sirasinda, RNA-
bagimli RNA-polimerazin hataya meyilli yapisi ve/
veya konak bagisiklik sistemi baskisi nedeniyle amino
asit degisimleriyle sonuglanan genetik ve antijenik
degisimler meydana gelebilmektedir. Viral genomda
meydana gelen pozitif veya negatif secilimler, yani
virlse avantaj ya da dezavantaj saglayabilecek
degisimler sonucu, viral populasyonlarin antijenik
ve genetik yapisinin degismesi mimkindir. Bu
degisimlerden belki de en oOnemlisi, influenza B
virGslerinin Victoria ve Yamagata olmak Uzere
iki farkli genetik soya ayrilmasidir®. Ancak, 2019
yili itibari ile dinyayi etkisi altina alan COVID-19
pandemisi sonrasi diinya genelinde Yamagata
soyuna ait influenza B virislerinde belirgin bir azalma
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tespit edilmistir”®. Bu durum, Yamagata soyuna
ait virlslerin popilasyondan silinmis olabilecegini
ve gelecekte yalnizca Victoria soyuna ait virlslerin
enfeksiyona yol acabilecegini dustindirmektedir”:#),

Viral genom tarafindan Uretilen proteinler arasinda
antijenik agidan en 6nemli olani hemaglutinin (HA)
proteinidir. Bu nedenle, bagisikhigin saglanmasinda
as! bileseni olarak HA proteini tercih edilmektedir®.
HA proteinindeki kritik antijenik bdlgeler, 120.
(pozisyon 116-137), 150. (pozisyon 141-150) ve 160.
(pozisyon 162-167) kivrimlar ile 190. (pozisyon 194-
202) sarmalda yer almaktadir®*2, Bagisiklik sistemi
tarafindan Uretilen nétralizan antikorlar genellikle
bu bolgeleri hedef aldigindan, bu bdlgelerde
meydana gelen degisiklikler antijenik striklenmeye
neden olarak virlisiin konak bagisiklik sisteminden
kagmasini  kolaylastirabilmektedir. Epidemiyolojik
acidan degerlendirildiginde, Victoria ve Yamagata
soylarina ait virlslerin farkli evrimsel stratejiler
izledigi de bilinmektedir®™. Ornegin, HA geninde
meydana gelen nikleotid silinmeleri, Victoria
soyundaki virlslerin antijenik 6zelliklerini daha ¢ok
etkilerken, Yamagata soyundaki virislerde daha
az etkiye sahiptir®™. Ozellikle 2016-2017 influenza
sezonundan itibaren Victoria soyuna ait virtslerin
HA proteinlerinin antijenik bolgelerinde iki (pozisyon
162-163) ya da U¢ amino asitlik (pozisyon 162-
164) silinmeler olmustur®®, Sadece birka¢ sezon
icerisinde baskin hale gelen bu silinmeler, Victoria
soyuna ait virtslerin antijenik yapisini d6nemli 6lglide
degistirmistir**”), Daha da dikkat cekici olan, ic¢
amino asitlik silinme iceren HA proteinlerinin,
asilamadan sonra insanlardan toplanan antikorlarla
capraz reaktivitesinde belirgin  bir azalma
gostermesidir®.

influenza B viriislerinin epidemiyolojisini ve yayilimini
etkileyen bir diger faktor ise Victoria ve Yamagata
soylarinin farkli yas gruplarini etkilemesidir. Kiresel
diizeyde 12.000'den fazla virtsin incelendigi bir
calisma, Victoria soyuna ait virlis enfeksiyonlarinin
en sik bes yasindaki ¢cocuklarda gorildigiini ortaya
koymustur®), Buna kargin, Yamagata soyuna ait
enfeksiyonlar 30 yas Ustli bireylerde daha yogun
bir dagilim gostermektedir®™). Ayni c¢alismadaki
bir diger carpici sonug ise, Yamagata soyuna ait
virtslerin kitalar arasi yayiliminin, Victoria soyuna
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ait virtslere gore belirgin bir sekilde daha fazla
oldugudur®. Bunun sebebinin, Victoria soyuna
ait virtslerin yogunluklu olarak ¢ocuklarda hastalik
olusturmasi ve kiresel virls yayilliminda yetiskinlerin
daha etkin rol oynamasi olarak gérilmektedir(t*1°-2),
Bu gorisl destekler nitelikte, bir baska calismada,
Yamagata soyuna ait virUslerin ev halki arasindaki
geciskenlik riskinin tim yas gruplari i¢in esit oldugu,
Victoria soyuna ait virlslerde ise bu riskin 15 yas
alti cocuklarda daha yiiksek oldugu gosterilmistir®?,
influenza virlis enfeksiyonlarinda yiiksek riskli
gruplardaki kisiler, 6liimle sonuglanabilecek siddetli
hastalik gelistirme bakimindan toplumun diger
bireylerinden daha yiksek riske sahiptir®), Alti ay
ila bes yas arasindaki ¢ocuklar, 65 yas Ustl bireyler,
hamileler, bagisiklik sistemi baskilanmis kisiler
ve kronik tibbi rahatsizliklari olanlar bu gruplara
dahildir®), Victoria soyuna ait virGslerin ylksek
riskli gruplardaki cocuklari enfekte edebilecegi
disinuldiginde, bu virlslerde meydana gelen
genetik ve antijenik degisimlerin takibi daha da
blylik 6nem kazanmaktadir. Bu kapsamda “Global
Influenza Surveillance and Response System (GISRS)”
koordinatorligiinde calismalarini sirdiren “Global
Initiative on Sharing All Influenza Data (GISAID)” veri
tabanina tim {Ulkelerden yiklenen veriler oldukca
degerlidir.

Bu c¢alismanin ana amaci, GISAID veri tabanina
gliniimize kadar yiklenmis, acik erisimli ve tam
uzunluktaki HA gen dizilerini kullanarak, farkh
yillarda Tirkiye’de dolasimda olan influenza B
virtslerinin, komsu (lkelerdeki virisler ile genetik
ve antijenik benzerliklerinin yani sira filogenetik
iliskilerinin incelenmesi, bu sayede cografi yakinhgin
bolgesel virls dinamiklerine etkisine dair iliskilerin
sunulmasidir. Bilgimiz dahilinde Tuarkiye'ye 06zgi
olarak daha once bu agidan incelenmemis influenza
B virUslerinin antijenik Ozelliklerinin daha iyi
anlasilmasi hedeflenmistir. Boylece bu c¢alisma,
gelecekte daha genis cografyalari iceren ve ticaret
yollari, uluslararasi seyahat gibi farkl faktorleri
dikkate alan arastirmalara temel olusturma
potansiyeline sahiptir. Bunun yani sira, COVID-19
pandemisi  sonrasi  poplilasyondan  kaybolan
Yamagata ve kiiresel diizeyde baskin hale gelen
Victoria soyuna ait virlislerin HA proteinlerindeki
antijenik degisimlerin arastiriimasi hedeflenmistir.

Calisma kapsaminda ayrica, yine GISAID veri
tabaninda yer alan bilgilere dayali, ¢alisma grubu
olarak belirlenen Yamagata ve Victoria soylarina
ait influenza B virUslerinin sezonlara, Ulkelere ve
virtslerin saptandigi hastalarin yas gruplarina gore
dagihmlari incelenerek, yas gruplarinin ve cografi
konumlarin virlsiin epidemiyolojisine katkisinin
anlasilmasi amaglanmistir. Turkiye’de dolasimda olan
influenza B virlslerini biyoinformatik yontemlerle
inceleyen bu galismanin, gelecekte yapilacak in vitro
arastirmalara temel olusturacagi dislinilmektedir.

GEREC VE YONTEM

Verinin segim kriterleri: Turkiye ve komsu tlkelerde
dolasimda olan mevsimsel influenza B virlslerinin
genetik ve antijenik benzerliklerinin saptanmasi
ve filogenetik iliskilerinin arastirilmasi amaciyla,
tam uzunluktaki tim HA gen dizileri ile, var ise, bu
virUslerin saptandigi hastalarin yas bilgileri, baslangig
tarihi belirtiimeksizin, GISAID veri tabanindan
elde edilmistir (Erisim tarihi: 31 Agustos 2024).
Secilen ulkelerin cografi olarak Tirkiye'ye yakin
Ulkeler olmasina dikkat edilmis ve Tirkiye’nin yani
sira sinir komsusu olan Yunanistan, Bulgaristan,
Gircistan, Ermenistan, iran ve Suriye’de dolasimda
olan influenza B virtslerinin HA gen dizileri calisma
kapsamina dahil edilmistir. Sinir komsusu olmamasina
ragmen Turkiye'nin kuzeyini temsil etmesi adina
Ukrayna’da dolasimda olan influenza B virusleri de
analizlere eklenmistir. Yukarida belirtilen tarihler
arasinda erisime acitk tim gen dizileri indirilmis
olmasina ragmen, 2009-2010 sezonu ve Oncesinde
yalnizca Ukrayna igin veri girisi mevcuttur. Bu sebeple,
calismaya sadece 2010-2011 sezonu ve sonrasinda
saptanan influenza B virusleri dahil edilmistir.

Viriislerin antijenik soylara, yillara, iilkelere ve
yas gruplarina gore dagilimi: Calisma grubu olarak
belirlenen influenza B virlslerinin HA genleri soylara
gore filtrelenerek GISAID veri tabanindan indirilmistir.
Veri tabaninda, ayni viris susunun klinik érnekten
elde edilmis dizisinin yani sira farkli pasajlarindan
temin edilmis gen dizileri de bulunabilecegi icin,
virtsler vyillara, llkelere ve yas gruplarina goére
kategorize edilmeden 6nce ayni viris i¢in tekrar eden
diziler elenmis ve her bir virUs icin sadece bir HA gen
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dizisi analizlerde kullanilmistir. Bu dogrultuda, ilk
olarak klinik 6rnekten elde edilen dizi secilmis, klinik
ornege ait herhangi bir dizi yok ise en dusuk sayih
hicre klltiri pasajindan izole edilen virlisiin HA gen
dizisi tercih edilmistir. Calisma grubunda bulunan
her bir tlkedeki virlsler: 1) soylara ve sezonlara gore
ve 2) soylara ve virislerin saptandigl hastalarin yas
gruplarina (0-5, 6-10, 11-18, 19-65 ve 65 yas Ust)
gore kategorize edilmistir. VirUslerin tespit edildigi
hastalara ait herhangi bir yas bilgisi veri tabaninda
belirtiimemis ise grafiklerde “belirtilmemis” olarak
tanimlanmistir.  Tim Glkelerdeki hastalarin farkl
yas guruplarindaki sayilarinin ortalamasi alinarak
grafiklerde belirtilmistir. Ulkelere ve soylara goére
gruplanan vyas dagilimlari, ylzdesel degerlere
donustirilerek GraphPad Prism (v10.1.0, Dotmatics)
programinda gorsellestirilmistir.

Maksimum olabilirlik filogenetik analizleri: Secilim
kriterlerine gore belirlenen ve GISAID veri tabaninda
erisime aglk olan Victoria ve Yamagata soylarina ait
influenza B virUslerinin niikleotid diizeyindeki genetik
yakinhklari, HA gen dizilerinin maksimum olabilirlik
(maximum likelihood) filogenetik analizlerine
tabi tutulmasi ile degerlendirilmistir. influenza B
virUslerine ait tam uzunluktaki HA gen dizileri, GISAID
veri tabanindan soylara gore filtrelenerek indirilmis
ve Unipro UGENE (v48.0) programindaki MAFFT
eklentisi kullanilarak ¢oklu dizi hizalamasina tabi
tutulmustur, Acik okuma cergevesi disinda kalan
nikleotidler cikartilmis ve toplam uzunlugu Victoria
soyu icin 1758 baz ve Yamagata soyu icin 1755 baz
olacak sekilde hizalanmis gen dizileri elde edilmistir.
Okuma kalitesi dislik olan, yani okunmamis
nikleotid sayisi ikiden fazla olan diziler ve “A”, “T”,
“G” ve “C” disinda karakter iceren diziler filogenetik
analiz sonuglarinin yanhs yorumlanmamasi adina
calisma disinda birakilmistir. Maksimum olabilirlik
filogenetik analizleri 1Q-TREE araylziinde®), 1000
tekrar olacak sekilde ultrafast bootstrap (UFBoot)
yontemi®® kullanilarak ve ModelFinder? ile en
uygun yer degistirme modeli segilerek (K3Pu+F+G4)
gerceklestirilmistir. En uygun model, test edilen
modeller arasinda en yuksek “Bayesian Information
Criterion (BIC)” degerine sahip modelin algoritma
tarafindan otomatik olarak segilmesiile belirlenmistir.
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Son olarak, filogenetik agaclar Interactive Tree of
Life (ITOL) (v6) araylziinde gorsellestirilmistir®,
Bootstrap degeri %50’nin altinda kalan dallar analizin
glvenilirligini artirmak amaciyla agagtan gikariimistir.

Viriislerin HA genine gore sezon ici antijenik
degisimlerinin belirlenmesi: Her bir sezondaki
antijenik degisimlerin incelenmesi icin maksimum
olabilirlik  filogenetik  analizlerinde kullanilan
ve hizalanmis olan HA gen dizileri, Unipro
UGENE (v48.0) programi kullanilarak amino asit
dizilerine cevrilmistir®. influenza B virislerinin
HA proteinlerinin  numaralandiriimasina  sinyal
peptitinin c¢ikartilmasi sonrasi baslanmaktadir. Bu
nedenle, ¢alisma grubundaki virtslerin HA protein
numaralandiriimasi, 1. ve 15. amino asit pozisyonlari
arasindaki sinyal peptitinin ¢ikarilmasinin ardindan
gerceklestirilmistir. Her bir soy igin antijenik
bolgelerin pozisyonlari ayri ayri saptanmis ve bu
pozisyonlardaki degisimler her bir sezon icin ayri ayri
degerlendirilmistir. Antijenik bolgeler, literatlirde yer
alan bilgiler dogrultusunda belirlenmistir®*2; 120.
(pozisyon 116-137), 150. (pozisyon 141-150) ve 160.
(pozisyon 162-167) kivrimlar ile 190. (pozisyon 194-
202) sarmal. Tespit edilen amino asit varyasyonlari,
sezon igerisindeki toplam virls sayisina boliinerek
varyasyonlarin frekanslari belirlenmistir.

Viruslerin HA genlerine gére sezonlar arasi antijenik
uzakhiklarinin hesaplanmasi: Calisma kapsamindaki
Victoria ve Yamagata soyuna ait virlslerin sezonlar
arasi antijenik uzakliklarinin hesaplanmasi igin
Needleman-Wunsch algoritmasi  kullanilmistir?®),
Antijenik uzakliklari arastirmak i¢in deneysel
olarak Hemagliitinasyon inhibisyonu (HI) testleri
ve buna bagh antijenik kartografi incelemeleri
yapilmaktadir®®32, Ancak, on verilerin hizlica elde
edilmesi icin Hl testlerinin yani sira dizi bazl analizler
ve belirli bir gendeki korunmusluk oranlarinin
incelenmesi  de  tercih  edilebilmektedir®*4,
Bu analizler, Hamming ve Needleman-Wunsch
gibi  yontemlerle  gergeklestirilebilmektedir®-38),
Sezonlar arasi antijenik uzakliklar, bir sezondaki tim
virslerin antijenik bolgelerinde saptanan ortalama
degisikliklerin, bir diger sezondaki tim virlslerin
antijenik bolgelerindeki ortalama degisikliklerin
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karsilastirilmasi ile belirlenmistir.  Antijenik
bolgeler, literatlirde yer alan bilgiler dogrultusunda
degerlendirilmistir®®2: 120. (pozisyon 116-137),
150. (pozisyon 141-150) ve 160. (pozisyon 162-
167) kivrimlar ile 190. (pozisyon 194-202) sarmal.
Sezonlar arasi antijenik uzakliklar asagidaki formiil ile
hesaplanmigtir(2°-39):;

d(dizil, dizi2) = >

i€ Antijenik Bolgeler

0(dizil[i] # dizi2[i])

d(dizil,dizi2), iki dizi arasindaki toplam antijenik
farkhihg ifade ederken &(dizil[i],dizi2[i]) Kronecker
delta fonksiyonu olarak tanimlanmistir: &(a,b)
icin azb ise 1 (uyumsuzluk), a=b ise 0 (eslesme)
seklindedir.

Farkli uzunluktaki antijenik bolgeleri karsilastirmayi
kolaylastirmak icin, elde edilen sonuglar toplam
antijenik pozisyon sayisina gore normalize edilmistir.
Elde edilen degerler 0 ila 1 arasinda o6lceklendirilmis
ve antijenik uzaklik matrisi olusturulmustur. Bu
degerin sifira yakin olmasi sezonlar arasi antijenik
uzakligin az oldugu anlamina gelirken bire yakin
olmasi birgok farkh pozisyonda degisim oldugunu ve
antijenik uzakligin fazla oldugunu gostermektedir.
Normalizasyon ve 0lgeklendirme igin asagidaki
formdaller kullanilmigtir®-49):;

d(dizil, dizi2)

Normalizasyon =
LAntijenik Bolgeler

d(dizil, dizi2)— dminimum

dmaksimum - dminimum

Olgeklendirilmis Uzaklik =

Lantiienik soigeler  Karsilastirilan antijenik  bolgelerdeki
toplam pozisyon sayisini ifade ederken d(dizil,dizi2)
iki sezon arasindaki ham uzakhgi, duinimem Uzaklik
matrisindeki minimum uzakhgl ve dnaksimem Uzaklik
matrisindeki maksimum uzakligi temsil etmektedir.

Sezonlar arasi antijenik uzakliklarin istatistiksel
iliskilerini  degerlendirmek amaciyla korelasyon
matrisi analizi yapilmisti. Bu analiz, GraphPad
Prism (v10.1.0, Dotmatics) uygulamasi kullanilarak
gerceklestirilmis ve Pearson korelasyon katsayilari
hesaplanmistir. Pearson r degerleri, iki degisken
arasindaki dogrusal iliskiyi ifade etmekte ve -1 ile 1
arasinda degismektedir: -1 degeri negatif dogrusal

bir iliskiyi, 1 degeri pozitif dogrusal bir iliskiyi, 0 ise
iki degisken arasinda dogrusal bir iliski olmadigini
belirtir  Bu katsayilarin istatistiksel anlamliligi,
p-degerleri ile degerlendirilmistir. istatistiksel
anlamhlik dereceleri, p-degerlerine gore su sekilde
siniflandirilmistir: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
Korelasyon matrisi sonuglari yine GraphPad Prism
(v10.1.0, Dotmatics) uygulamasi ile gorsellestirilmis
ve verilerin daha kolay yorumlanabilmesi icin isil
harita (heatmap) formatinda sunulmustur.

BULGULAR

influenza B virislerinin Ulkelere, sezonlara, hasta
yas gruplarina ve soylara goére incelenmesi: Bu
¢alismada, 2010-2024 yillari arasinda dolasimda olan
influenza B virislerinin Tirkiye ve komsu tlkelerdeki
filogenetik iliskilerinin yani sira HA geninde
meydana gelen antijenik degisimlerin arastiriimasi
amaglanmistir. Bu bilgiler, GISAID veri tabaninda yer
alan demografik verilerle iliskilendirilerek influenza B
virUslerinin epidemiyolojisi incelenmistir. Calismada
kullanilan HA gen dizileri, veri tabanindan soylara
gore filtrelenerek indirilmis, soylara, Ulkelere,
sezonlara ve hasta yas gruplarina gore sayisal olarak
degerlendirilmistir.

HA gen dizileri ilkelere gore incelendiginde, verilerin
buyik bir kisminin Ukrayna’dan yuklendigi (n=356)
tespit edilmistir. Turkiye (n=113), Yunanistan (n=117),
Bulgaristan (n=90), Gurcistan (n=63), Ermenistan
(n=43), iran (n=29) ve Suriye’den (n=14) yiiklenen
diziler, Ukrayna’yi takip etmektedir (Tablo 1). Tum
sezonlar dikkate alindiginda, GISAID veri tabanina
Ukrayna (237/356), Yunanistan (59/117), Bulgaristan
(63/90), Gurcistan (40/63) ve Suriye’den (14/14)
yuklenmis dizilerde Victoria soyuna ait virislerin
baskin oldugu, Turkiye (70/113), Ermenistan (29/43)
ve iran’dan (20/29) yiiklenmis dizilerde ise Yamagata
soyunun daha fazla oldugu belirlenmistir (Tablo 1).
Soylarin sezonlara gore dagilimi incelendiginde,
Victoria soyuna ait virlslerin ¢ogu sezonda (8/13)
baskin oldugu gorulmistiir (Tablo 1). Calismaya dahil
edilen Ulkelerden GISAID veri tabanina yiklenen
Victoria soyuna ait HA gen dizisi en fazla 2016-2017
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Tablo 1. Tiirkiye ve komsu iilkelerde dolagimda olan influenza B viriislerinin lilkelere, sezonlara ve soylara gére dagilimlari

Ulkeler/Viriis Sayilari®

Sezon Turkiye Ukrayna Yunanistan

Bulgaristan

Giircistan Ermenistan iran Suriye

\ Y \ Y Vv Y Vv

Y Vv Y \ Y \ Y \ Y

2023-2024 4 64 1 10 3
2022-2023 1 21 7 25
2021-2022 3
2019-2020 4 12 8 10
2018-2019 1 1 2 5
2017-2018 1 36 56 17 33 2
2016-2017 12 7 51 4 19 2
2015-2016 15 3 8 20
2014-2015 10 67 14
2013-2014 3 6 7
2012-2013 23 1
2011-2012 1 3 4 5
2010-2011 2 9 24 1 1

43 70 237 119 59 58 63
TOPLAM

113 356 117

90

5 3 14
11 6 1
3 5 1 2
16 9 22 2
11 3 1 2
7 1 2
5 8 5
4 3
6 3 2 2 1 3
4
1 1 1
27 40 23 14 29 9 20 14
63 43 29 14

“Victoria ve Yamagata soylarina ait viriislerin sayilari her bir tilke igin sirasiyla V ve Y situnlarinda belirtilmistir.

sezonu i¢in bulunurken (n=99), Yamagata soyuna ait
virtsler icin en fazla dizinin 2017-2018 sezonunda
yuklendigi belirlenmistir (n=135) (Tablo 1). Bununla
birlikte, Yamagata soyuna ait diziler 2018-2019
sezonunda belirgin bir disids yasamis (n=13) ve
bu sezondan sonra yalnizca 2023-2024 sezonunda
Ukrayna’dan yiklenen bir HA dizisi tespit edilmistir
(Tablo 1). Ancak, soz konusu dizi kalite kriterlerini
karsilamadigi igin filogenetik ve antijenik analizlerde
kullanilamamistir.

Veri tabanina yiiklenmis HA gen dizilerinin ait oldugu
hastalarin yas bilgileri incelenmis ve yas gruplari 0-5,
6-10, 11-18, 19-65 ve 65 yas Ustl olarak kategorize
edilmistir. Grafiklerde, virlis soylari temel alinarak yas
gruplarina gore dagilimlar gorsellestirilmistir (Sekil 1).
Bazi hastalarin yas bilgisi veri tabaninda yer almadigi
icin bu grup “belirtiimemis” olarak siniflandirilmistir
(Sekil 1).
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Victoria soyuna ait virlslerin saptandigi hastalarda
tiim Ulkelerde genel dagihma bakildiginda, %53.7 ile
en genis grubu 0-18 yas arasindaki cocuk ve genclerin
olusturdugu gozlemlenmistir (Sekil 1A). Ancak tlkeler
bazinda incelendiginde, virlis saptanan hastalarin yas
gruplarinda farkh dagilimlar gozlenmistir. Yunanistan,
Turkiye ve Ukrayna’da, en yiiksek oranlar 19-65 yas
araliginda gozlemlenmistir (sirasiyla %32.2, %30.2 ve
%29.5) (Sekil 1A). Ote yandan, Bulgaristan ve iran’da
en yuksek oranlar 6-10 yas grubunda gorilirken
(sirasiyla %34.9 ve %44.4), Giircistan, Ermenistan
ve Suriye’de en yiksek oranlar 0-5 yas grubunda
gozlemlenmistir (sirasiyla %50, %50 ve %64.3) (Sekil
1A).

Yamagata soyuna ait virlsler 18 yas alti veya Usti
olarak incelendiginde, Ukrayna (%51.3), Bulgaristan
(%66.7), Gurcistan (%60.9) ve Ermenistan’da (%58.6)
0-18 yas grubundaki hastalarin (0-5, 6-10 ve 11-18
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Sekil 1. Turkiye ve komsu lilkelerde dolasimda olan influenza B viriislerinin elde edildigi hastalara ait GISAID veri tabaninda bulunan yas
bilgileri. Victoria (A) ve Yamagata (B) viriislerinin saptandigi hastalarin yaslari bes farkh grupta kategorize edilmistir (0-5 yas: koyu mavi,
6-10 yas: bej, 11-18 yas: acik mavi, 19-65 yas: gri ve 65 yas Ustii: turkuaz). Herhangi bir yas bilgisi veri tabaninda belirtiimemis hastalara
ait viruislerin orani kahverengi ile gosterilmistir. Tiirkiye disindaki lilkeler toplam viriis sayilarina gore soldan saga dogru siralanmig, tim
tilkelerdeki hastalarin ortalamasini gésteren bulgular son situnlarda verilmistir.

yas); Tirkiye (%54.3), Yunanistan (%44.8) ve iran’da
(%75) ise 19 yas Ustl hastalarin (19-65 ve 65 yas
Ustl) cogunlugu olusturdugu tespit edilmistir (Sekil
1B). Ancak, hastalar alt kategorilere ayrildiginda (0-5,
6-10, 11-18, 19-65 ve 65 yas Ustl), Turkiye, Ukrayna,
Yunanistan, Ermenistan ve iran’da ¢ogunluk 19-65 yas
grubunda iken (sirasiyla %44.3, %33.6, %34.5, %41.4
ve %35), Bulgaristan ve Gurcistan’da ¢ogunluk 0-5
yas grubundadir (sirasiyla %37 ve %34.8) (Sekil 1B).
Tuam Ulkelerdeki hastalarin ortalamasi alindiginda
ise, %43.9 ile 19 yas Ustlindeki hastalarin daha fazla
oldugu gorilmektedir (Sekil 1B).

Tiirkiye’de dolagimda olan influenza B viriislerinin
komsu ulkelerdeki viriislerle filogenetik yakinliklari:
Turkiye ve segim kriterlerine uygun tim dlkelerde
farkh saptanmis (n=386)
ve Yamagata (n=331) soylarina ait influenza B

sezonlarda Victoria
virtslerinin HA gen dizileri, genetik benzerliklerinin
amaciyla olabilirlik
filogenetik analizlerine tabi tutulmustur. Analizler,

arastiriimasi maksimum
Turkiye’de saptanmis Victoria (n=39) ve Yamagata
(n=69) soylarina ait virlslerin, komsu Ulkelerdeki
virtsler ile genetik yakinliklarini incelemenin yani

sira, c¢alisma grubundaki tim virlslerin yillara ve
soylara 6zgl viral dinamiklerini ortaya koymustur.
Suriye’ye ait Yamagata soyundan hicbir HA gen dizisi
veri tabaninda bulunmadigindan, bu Ullke analizlere
dahil edilememistir.

Turkiye’deki Victoria soyuna ait virislerin sekiz farkli
sezonda dolasim gosterdigi tespit edilmistir (Sekil
2). 2022-2023 sezonunda Tirkiye’de dolasimda
olan HA gen dizisi kalite kriterlerini karsilamadig
icin bu sezon icin filogenetik analizlerde herhangi
bir degerlendirme yapilamamistir. Calismaya dahil
edilen Victoria soyuna ait tim HA dizileri ile yapilan
filogenetik analizler, virlislerin genel olarak genetik
acidan Ulkelere gore farklilik géstermedigini, ancak
2015-2018 yillari harig, sezonlara gore farklilk
gosterdigini ortaya koymustur (Sekil 2). 2023-
2024 sezonunda Tirkiye'de saptanan dort virls,
ayni kladda yer aldigi Bulgaristan ve Ukrayna’daki
virislere genetik benzerlik gdéstermistir (Sekil 2A).
2019-2020 sezonunda, bir virsiin ayni sezondaki
diger Ug virGsten genetik olarak az da olsa farklilik
gosterdigi ve bu sezondaki viriislerin, iran, Giircistan,
Yunanistan, Bulgaristan, Ukrayna ve Ermenistan’da
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dolasimda olan viriislerle genetik olarak yakin oldugu
tespit edilmistir (Sekil 2F). 2018-2019 ve 2017-
2018 sezonlarinda Tirkiye’den yilklenen viris HA
dizilerinin, Bulgaristan’daki virtslerin HA dizilerine
genetik olarak daha yakin oldugu belirlenmistir (Sekil
2C ve 2G). Ayrica, 2017-2018 sezonunda Turkiye’de
saptanan virlisiin, 2015-2017 sezonlarinda (lkede
dolasimda olan virisler ile genetik benzerlik tasidigi
gosterilmistir (Sekil 2G). Filogenetik analizler, 2016-
2017 sezonunda dolasimda olan virtslerin ¢ klada
ayrildigini ve genetik agidan oldukca cesitli bir yapi
sergiledigini gostermektedir (Sekil 2B, 2E ve 2G). Bu
sezondaki virtslerden birinin Ukrayna, Ermenistan,
Gurcistan, Bulgaristan ve Yunanistan’daki virtslerle
(Sekil 2B), iki virtsiin Yunanistan’daki bir virisle (Sekil

G), dokuz viriisiin ise iran, Gircistan, Yunanistan ve
Ukrayna’daki virlslerle genetik olarak yakin oldugu
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belirlenmistir (Sekil 2E). 2015-2016 sezonundaki
sekiz virGsin ayri bir klada ayrildigi (Sekil 2D), iki
virGsiin 2016-2017 ve 2017-2018 sezonlarindaki
virtslerle genetik yakinlik gosterdigi (Sekil 2G)
ve bir virlisin 2016-2017 sezonundan virislerin
cogunlugu olusturdugu bir kladda yer aldig1 (Sekil
2E) belirlenmistir. Ayrica, 2015-2016 sezonunda
Turkiye’de dolasimda olan virUslerin ayni veya
farkli sezonlarda Ukrayna, Ermenistan, Gircistan,
Bulgaristan, Yunanistan, Iran’da dolasimda olan

virUsler ile genetik yakinlk gosterdigi tespit edilmistir
(Sekil 2D, 2E ve 2G). Son olarak, 2013-2014 sezonunda
Turkiye’de dolasimda olan virtslerin Yunanistan’daki,
2010-2011 sezonunda dolasimda olan virislerin ise
Ukrayna, Bulgaristan ve Glrcistan’daki viruslerle
genetik olarak yakin oldugu tespit edilmistir (Sekil 2H
ve 2l).

2023-2024

2015-2016
2018-2019 2013-2014
2017-2018 2010-2011
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Sekil 2. Turkiye ve komsu iilkelerde dolagimda olan Victoria soyuna ait viriislerin HA genlerine gore filogenetik iligkileri. Calisma
kapsamindaki influenza B viriislerinin HA genleri GISAID veri tabanindan indirilmis ve maksimum olabilirlik (maximum likelihood)
yontemi ile filogenetik analize tabi tutulmustur. Analiz, 1Q-TREE arayiiziinde, UFBoot kullanilarak ve ModelFinder ile en uygun model
segilerek (K3Pu+F+G4) gergeklestirilmistir. Filogenetik agag ITOL kullanilarak gérsellestirilmistir. Tiirkiye’de saptanan her bir Victoria
soyuna ait viriis kutucuklar igerisinde detaylica gosterilmistir (A-1). 2022-2023 sezonu igin kirmizi (A), 2019-2020 sezonu igin turuncu (F),
2018-2019 sezonu igin acik mavi (C), 2017-2018 sezonu igin mor (G), 2016-2017 sezonu igin agik yesil (B, E, G), 2015-2016 sezonu igin gri
(B, D, E, G), 2013-2014 sezonu igin koyu yesil (H) ve 2010-2011 sezonu i¢in koyu mavi (1) daireler viriis isimlerinin 6nlerine eklenmistir.
Her bir sezon icin renk agiklamasi seklin sag iist béliimiinde verilmistir. Bootstrap degeri %50’nin Ustiinde olan dallar analiz kapsaminda
tutulmus ve her bir dala ait bootstrap degeri dallarin yanina eklenmistir. Bootstrap degeri %50’nin altinda kalan dallar ise analizin
guvenilirligini artirmak amaciyla agagtan gikarilmistir. Filogenetik agacin altinda belirtilen 6lgek, 0.005 niikleotid degisimi olan mesafeyi

temsil etmektedir.
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Turkiye’deki Yamagata soyuna ait virtslerin yedi farkli
sezonda dolasimda oldugu tespit edilmistir (Sekil 3).
Calisma grubundaki Yamagata soyuna ait tim HA
dizileri ile yapilan filogenetik analizler, virlslerin
genel olarak genetik agidan hem dlkelere hem de
2014-2019 yillari arasinda sezonlara gore farklilik
gostermedigini ortaya cikarmistir (Sekil 3). 2018-
2019 sezonunda bir virlis, 2017-2018 sezonundaki
virtslerle ayni kladda yer almis ve Ukrayna’daki
viruslerle genetik yakinlik gostermistir (Sekil 3B).
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2017-2018 sezonuna ait virlslerin dort farkl klada
dagildig1 ve bes llkedeki (Yunanistan, Ermenistan,
Giircistan, iran ve Ukrayna) viriislerle genetik olarak
yakin oldugu belirlenmistir (Sekil 3A, 3B, 3D ve 3E).
2016-2017 sezonuna ait virisler (g Glkedeki (iran,
Yunanistan ve Ukrayna) virUslerle genetik yakinhk
gostermistir (Sekil 3E ve 3F). Yine ayni sezonda
Turkiye’de dolasimda olan bir viris, 2017-2018
sezonunda yine Tirkiye’de dolasimda olan bir viris
ile ayni kladda yer alirken, geriye kalan alti virls
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Sekil 3. Turkiye ve komsu iilkelerde dolagimda olan Yamagata soyuna ait virtislerin HA genlerine gore filogenetik iliskileri. Calisma
kapsamindaki influenza B viriislerinin HA genleri GISAID veri tabanindan indirilmis ve maksimum olabilirlik (maximum likelihood)
yontemi ile filogenetik analize tabi tutulmustur. Analiz, 1Q-TREE arayiiziinde, UFBoot kullanilarak ve ModelFinder ile en uygun model
segilerek (K3Pu+F+G4) gergeklestirilmistir. Filogenetik agag ITOL kullanilarak gérsellestirilmistir. Tiirkiye’de saptanan her bir Yamagata
soyuna ait viriis kutucuklar igerisinde detaylica gosterilmistir (A-H). 2018-2019 sezonu icin acik mavi (B), 2017-2018 sezonu igin mor (A,
B, D, E), 2016-2017 sezonu igin acik yesil (E, F), 2014-2015 sezonu igin turuncu (C, F), 2013-2014 sezonu igin koyu yesil (C, G, H), 2011-
2012 sezonu igin kirmizi (H) ve 2010-2011 sezonu igin koyu mavi (H) daireler viriis isimlerinin 6nlerine eklenmistir. Her bir sezon icin renk
actklamasi seklin sol st boliimiinde verilmistir. Bootstrap degeri %50’nin iistiinde olan dallar analiz kapsaminda tutulmus ve her bir
dala ait bootstrap degeri dallarin yanina eklenmistir. Bootstrap degeri %50’nin altinda kalan dallar ise analizin giivenilirligini artirmak
amaciyla agagtan cikarilmigtir. Filogenetik agacin altinda belirtilen 6lgek, 0.005 niikleotid degisimi olan mesafeyi temsil etmektedir.
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2014-2015 sezonundaki virtslerle genetik olarak
yakin bulunmustur (Sekil 3E ve 3F). 2014-2015
sezonunda saptanan diger beg virls ise 2013-2014
sezonundaki virtslerle genetik benzerlik gostermis
ve Yunanistan, iran, Ukrayna ve Bulgaristan’daki
virtslerle ayni kladda konumlanmistir (Sekil 3C).
Benzer bir durum 2010-2011, 2011-2012 ve 2013-
2014 sezonlarinda da gozlemlenmistir (Sekil 3G ve
3H). 2013-2014 sezonundaki Gg virts ayri bir kladda
yer alarak Ukrayna’daki virtsler ile genetik benzerlik
gostermistir (Sekil 3G). Geriye kalan bir virls ise
2010-2011 ve 2011-2012 sezonlarinda dolasimda
olan virUsler ile ayni kladda yer alarak bu sezonlarda
oldugu gibi Yunanistan ve iran’daki virisler ile genetik
yakinhk gostermistir (Sekil 3H). Filogenetik analizler
sonucu, 2010-2024 yillari arasinda Turkiye'de farkh
sezonlarda dolasimda olan Victoria ve Yamagata
soylarina ait influenza B virislerinin genetik agidan
en benzerlik gosterdigi virlslerin dolasimda oldugu
Ulkeler Tablo 2'de 6zetlenmistir.

Tirkiye ve komgsu iilkelerde dolagimda olan
influenza B viriislerinin HA proteinlerindeki
antijenik degisimler ve sezonlara goére antijenik
uzakhklan: Turkiye’de dolasimda olan influenza
B virlslerinin HA genlerine dayali filogenetik
yakinhklarinin  belirlenmesinin ardindan, calisma
grubundaki HA genlerinin nikleotid dizileri amino
asit dizilerine ¢evrilmis ve her bir sezon igin antijenik
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bolgelerde meydana gelen degisiklikler incelenmistir.
Bu degisikliklerin frekanslari belirlenmis ve sezonlar
arasi dinamikleri izlenmistir.

Calisma grubundaki Victoria soyuna ait virlslerin, 10
sezonda dolasimdaoldugu ve bu sezonlarda Yamagata
soyuna kiyasla HA proteinlerinde daha fazla antijenik
degisim gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4). Toplamda
23 farkh antijenik pozisyonda degisim gozlenmis,
bunlardan 12 pozisyonda gozlemlenen degisiklikler
birden fazla sezonda ortaya ¢ikmistir (Sekil 4A). Geriye
kalan 11 antijenik degisim ise sadece bir sezonda ve
disuk frekansta gozlemlenmistir (Sekil 4A, Tablo 3).
Bununla birlikte, bazi pozisyonlarda (118, 122, 129,
170 ve 199) antijenik degisimler birden fazla sezonda
gozlemlenmis olmasina ragmen, baskin amino
asitlerin sezonlar arasinda degismedigi belirlenmistir
(Sekil 4A, Tablo 3). Sezonlar arasi baskin amino
asidin degistigi yedi pozisyon ise daha derinlemesine
incelenmistir. 117. pozisyonda 2010-2011 sezonunda
izol6sinin (1) baskin oldugu gozlemlenirken, 2015-
2016 sezonunda valin (V) baskin hale gelmis ve bu
degisim 2016-2017 sezonunda da devam etmistir
(Sekil 4A). Benzer sekilde, 128. pozisyonda 2019-
2020 sezonunda baskin amino asit olan lizin (K),
2022-2023 sezonunda glutamik asit (E) haline gelmis,
ardindan 2023-2024 sezonunda tekrar K baskin
hale ge¢cmistir (Sekil 4A). 2018-2019 sezonunda
133. pozisyonda esit oranda glisin (G) ve arjinin (R)

Tablo 2. HA genlerinin filogenetik analizlerine goére farkli sezonlarda Tiirkiye’de dolagimda olan Victoria ve Yamagata soyuna ait

virlislerin genetik olarak benzer oldugu virislerin gorildiigi tilkeler

Ulkeler
Sezon Victoria Yamagata
2023-2024 Bulgaristan, Ukrayna N/A
2019-2020 iran, Giircistan, Yunanistan, Bulgaristan, Ukrayna, Ermenistan N/A
2018-2019 Bulgaristan Ukrayna
2017-2018 Bulgaristan Yunanistan, Ermenistan, Giircistan, iran, Ukrayna
2016-2017 Ukrayna, Ermenistan, Giircistan, Bulgaristan, Yunanistan, iran iran, Yunanistan, Ukrayna
2015-2016 Ukrayna, Ermenistan, Giircistan, Bulgaristan, Yunanistan, iran N/A
2014-2015 N/A Ukrayna, Bulgaristan, iran, Yunanistan
2013-2014 Yunanistan Ukrayna, Yunanistan, iran
2011-2012 N/A Yunanistan, iran
2010-2011 Ukrayna, Bulgaristan, Glrcistan Yunanistan, iran

Herhangi bir HA gen dizisi bulunmayan sezonlar N/A seklinde belirtilmistir.

82



M. E. Azbazdar ve Z. A. Koger, influenza B Virislerinin Epidemiyolojisinde Filogenetik

A

2010-2011

2011-2012

2012-2013

2015-2016

2016-2017

2017-2018

197 N

pd O | G |
162
163
4 D | E |
197

2018-2019

129 D G

133
136
162
163

164 DEL D

2019-2020

127 A
128
129
133
149 |

m|Q|Z|m] =

2022-2023

x—.

128 E

129 DI
137
146 [N I
34 DEL | K |
&8 DEL | N |
(Y DEL | D |
Gy K | 0N |
170 N

E D N

197

Z|IDZ|~|H|1<|@

2023-2024

Frekans (%) 165

0-20
20-40
40-60
60-80
80-100

B

2010-2011 201
2011-2012

141
20122013 150

2013-2014

2014-2015

S| 2R Z

—_
N W
N
HH

2017-2018

g N | D |

D
165 Y N
2018-2019 120 S T

Sekil 4. Turkiye ve komsu lilkelerde dolasgimda olan influenza
B viriislerinin HA proteinlerindeki antijenik degisiklikler. 2010-
2024 yillari arasinda dolagimda olan Victoria (A) ve Yamagata
(B) soylarina ait influenza B viriislerinin HA proteinlerinde
gozlemlenen antijenik degisiklikler, frekanslar baz alinarak
renk skalasiyla (%0-100: siyahtan agik kirmiziya) gosterilmistir.
Antijenik degisimlerin gézlemlendigi sezonlar ve amino asit
pozisyonlari, panellerin sol tarafinda listelenmistir. Her iki soy
icin de HA proteinlerinin numaralandiriimasi, sinyal peptiti
(1-15. pozisyonlar) gikarildiktan sonra baglamaktadir. Amino asit
silinmeleri “DEL” ile belirtilmistir.

83



Turk Mikrobiyol Cemiy Derg 2025;55(1):73-92

Tablo 3. Tiirkiye ve komsu iilkelerde dolagimda olan influenza B viriislerinin HA proteinlerindeki antijenik degisiklikler ve bu

degisikliklerin frekanslar

Amino Asit Pozisyonlari, Varyasyonlari ve Frekanslari (%)

Sezon Victoria Yamagata
2010-2011 117:1(96,55), V (3,45) 201: K (90,00), R (10,00)
122: H (96,55), N (3,45)
197: N (93,10), S (6,90)
199: T (96,55), N (3,45)
2011-2012 144: P (81,82), L (18,18) 150: 1(50), S (50)
165:Y (50), N (50)
2012-2013 199: T (75), 1 (25) 121:T(80,56), S (16,67), A (2,78)
122:Q(77,78), K (22,22)
141: G (97,22), R (2,78)
150: S (75), 1 (25)
163: D (97,22), N (2,78)
164: N (97,22),S(2,78)
165: N (75), Y (25)
2013-2014 N/A 116: K (76,47), N (23,53)
120:5(94,12), L (5,88)
121:T(82,35), S (17,65)
123: N (94,12), T (5,88)
150:1(82,35), S (17,65)
165:Y (82,35), N (17,65)
198: T (94,12), N (5,88)
202:S(76,47), N (23,53)
2014-2015 N/A 116: K (98,15), R (1,85)
202:S(99,07), N (0,93)
2015-2016 117:V (95,74), 1 (4,26) N/A
202: A (97,87), T (2,13)
2016-2017 117:V (96,67), 1(3,33) N/A
118: R (98,89),S (1,11)
129: D (98,89), G (1,11)
145: N (97,78), D (2,22)
162: K (98,89), DEL (1,11)
163: N (97,78), T (1,11), DEL (1,11)
197: N (98,89), S (1,11)
2017-2018 118: R (94), K (6) 124:V (99,21),L(0,79)
129: D (90), G (10) 136: R (99,21), K (0,79)
162: K (90), DEL (10) 163: D (98,43), E (1,57)
163: N (90), DEL (10) 164: N (99,21), D (0,79)
164: D (98), E (2) 165:Y(99,21), N (0,79)
197: N (98), T (2)
199:T(98),1(2)
2018-2019 129: D (75), G (25) 120:5(92,31), T(7,69)
133: G (50), R (50)
136: K (50), E (50)
162: DEL (75), K (25)
163: DEL (75), N (25)
164: DEL (50), D (50)
2019-2020 127: A (97,92), T (2,08) N/A

128: K (52,08), E (47,92)
129: D (91,67), N (8,33)
133: R (97,92), G (2,08)
149: G (97,92), E (2,08)
170: T (97,92), | (2,08)

Herhangi bir HA gen dizisi/antijenik degisim bulunmayan sezonlar N/A seklinde belirtilmistir. Amino asit silinmeleri “DEL” ile gdsterilmistir.
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Tablo 3. Devami

Amino Asit Pozisyonlari, Varyasyonlari ve Frekanslari (%)

Sezon Victoria

Yamagata

2022-2023 128: E (71,15), K (28,85)
129: D (88,46), G (11,54)
137:1(98,08), V (1,92)

146: 1(94,23), T (5,77)
162: DEL (92,31), K (7,69)
163: DEL (92,31), N (7,69)
164: DEL (92,31), D (7,69)
165: K (92,31), N (7,69)
170: T (96,15), I (3,85)
197: E (73,08), D (23,08), N (3,85)

2023-2024 122: H (86,67), N (13,33)
128: K (51,11), E (26,67), G (22,22)
129: D (75,56), N (24,44)
169: A (97,78), T (2,22)

197: E (86,67), D (13,33)
199: T (88,89), A (11,11)
201: M (97,78), V (2,22)

N/A

N/A

Herhangi bir HA gen dizisi/antijenik degisim bulunmayan sezonlar N/A seklinde belirtilmistir. Amino asit silinmeleri “DEL” ile gésterilmistir.

amino asitleri gbzlemlenmis, 2019-2020 sezonunda
ise bu pozisyonda R baskin hale gelmistir (Sekil 4A).
2016-2017 sezonundan itibaren 162., 163. ve 164.
pozisyonlarda silinmeler tespit edilmistir (Sekil 4A).
Bu sezonda diisiik frekansta baslayan 162. ve 163.
pozisyonlardaki silinmeler, 2018-2019 sezonunda
baskin hale gelmistir (Sekil 4A, Tablo 3). Aynizamanda,
164. pozisyondaki silinmenin 2018-2019 sezonunda
aspartik asit (D) ile ayni frekansa ulastigl ve sonraki
sezonlarda baskin hale geldigi belirlenmistir (Sekil
4A, Tablo 3). Son olarak, 197. pozisyonda 2010-2011,
2016-2017 ve 2017-2018 sezonlarinda baskin olan
asparajin (N) amino asidinin, 2022-2023 sezonunda
E ile yer degistirdigi ve bu degisimin 2023-2024
sezonunda da devam ettigi tespit edilmistir (Sekil
4A).

Yamagata soyuna ait viruslerin yedi farkli sezonda
dolasimda oldugu ve HA proteinlerinde toplam 15
pozisyonda antijenik degisim oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4B). Bu degisikliklerden yedisi sadece bir
sezonda ve diisiik frekansta gdzlemlenmistir (Sekil 4B,
Tablo 3). Kalan pozisyonlarin altisinda (116, 120, 121,
163, 164 ve 202) antijenik degisimler gézlemlenmis
olmasina ragmen baskin amino asitlerin degismedigi
saptanmistir (Sekil 4B). Geriye kalan iki pozisyondaki

degisimler ise daha derinlemesine incelenmistir.
150. pozisyonda 2011-2012 sezonunda | ve serin
(S) amino asitleri esit oranlarda gozlemlenirken,
2012-2013 sezonunda S, 2013-2014 sezonunda ise
| baskin hale gelmistir (Sekil 4B). Benzer bir durum
165. pozisyonda da gozlemlenmistir; 2011-2012
sezonunda tirozin (Y) ve N esit oranda bulunurken,
2012-2013 sezonunda N, 2013-2014 sezonunda ise Y
baskin hale gelmistir (Sekil 4B).

Calisma grubundaki influenza B virUslerinin HA
proteinlerinin antijenik bolgelerindeki degisimler
saptandiktan sonra, bu virlslerin sezonlar arasi
antijenik  uzakliklari  belirlenmis ve Pearson
korelasyon katsayilari hesaplanarak istatistiksel
anlamhliklari degerlendirilmistir. Pearson katsayisi
hesaplamalari, iki degisken arasindaki dogrusal
iliskiyi 6lgmek icin kullaniimistir. Pearson korelasyon
katsayisinin -1 olmasi iki degisken arasinda negatif
dogrusal bir iliski oldugunu gosterirken 1 olmasi iki
degisken arasinda pozitif dogrusal bir iliski oldugunu
gostermektedir. Bu dogrultuda, farkh sezonlara ait
virtsler arasindaki antijenik uzakliklar renk skalasi
kullanilarak gorsellestirilmistir (Sekil 5). Koyu renkler
antijenik farklihgi, acik renkler ise antijenik benzerligi
temsil etmektedir (Sekil 5).
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Sekil 5. Turkiye ve komsu lilkelerde dolasimda olan influenza B viriislerinin antijenik bolgelerine gére sezonlar arasi uzaklik matrisleri.
Victoria (A) ve Yamagata (B) soylarina ait viriislerin sezonlar arasi antijenik uzakliklari, Needleman-Wunsch algoritmasi kullanilarak
hesaplanmistir. Bir sezonda saptanan antijenik degisikliklerin ortalama degeri, diger sezonlardaki degisikliklerin ortalama degeri ile
karsilagtiriimigtir. Sonuglar, toplam antijenik pozisyon sayisina gére normalize edilmis ve Pearson korelasyon katsayilari hesaplanarak
istatistiksel anlamhiliklari degerlendirilmistir. istatistiksel anlamlilik dereceleri, p-degerlerine gére su sekilde siniflandiriimistir: *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001. istatistiksel olarak anlamli olmayan (p>0.05) degerler ise ns ile gosterilmistir. Tiim sezonlar birbirleriyle
karsilagtirilmig olup, sezon adlari matrislerin altinda ve yaninda belirtilmistir. Koyu renkler antijenik uzakligi, acik renkler ise antijenik
benzerligi temsil etmektedir. Yamagata soyuna ait analizlerde (B), 2015-2016 ve 2016-2017 sezonlari arasinda herhangi bir antijenik
degisim gozlenmediginden, bu sezonlar arasindaki antijenik uzakliklar uygulama tarafindan sekilde otomatik olarak bog birakilmigtir.

Victoria soyuna ait virtslerin, 2010-2011 ve 2023-
2024 sezonlari arasinda antijenik bolgelerindeki
uzakliklarin kademeli olarak arttigi tespit edilmistir
(Sekil 5A). Victoria soyuna ait virlslerin 2010-
2014 (p<0.001), 2015-2018 (p<0.001), 2018-2020
(p<0.01) ve 2021-2024 (p<0.001) yillari arasinda
antijenik acidan blyiik oranda benzer oldugu, 6te
yandan 2010-2011 sezonu ile 2023-2024 sezonu
arasinda dikkat c¢ekici bir antijenik farklilik oldugu
tespit edilmistir (p<0.001) (Sekil 5A). Ozellikle 2015-
2016 sezonuna kadar olan ddnemlerde viriislerin
birbirlerine oldukga yakin antijenik yapida oldugu
(p<0.01) ve bazi sezonlar igin istatistiksel olarak
anlamh olmasa da, 2010-2011 sezonuna kiyasla
2015-2016 sezonundan sonra antijenik cesitliligin
arttigi  gozlemlenmistir  (Sekil 5A). 2023-2024
sezonuna dogru antijenik uzakliklarin daha belirgin
hale geldigi ve virtslerin dnceki sezonlardan énemli
Olcide farkhlastigi goralmustir (Sekil 5A).

Yamagata soyuna ait virlislerde ise 2010-2011 ve
2018-2019 sezonlari arasinda antijenik uzakliklarin
kademeli olarak artmadigl, yalnizca  belirli
sezonlar arasinda kayda deger degisiklikler oldugu
saptanmistir (Sekil 5B). Yapilan analizler, genel olarak
sezonlar arasinda daha az gesitlilik bulundugunu ve
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antijenik uzakhgin Victoria soyuna kiyasla daha sabit
kaldigini gostermektedir (Sekil 5B). Ancak, 2012-
2013 sezonu ile takip eden sezonlar arasi istatistiksel
olarak anlamli belirgin farkhlagsmalar gozlenmistir
(p<0.001) (Sekil 5B). Buna karsilk, 2014-2019 yillari
arasindaki virtslerin antijenik benzerliklerinin daha
yiuksek olmasi, Yamagata soyuna ait virilslerin
antijenik degisim agisindan daha stabil bir yapida
oldugunu gostermistir (Sekil 5B). Yamagata soyuna
yonelik yapilan analizlerde, 2015-2016 ve 2016-2017
sezonlari arasinda herhangi bir antijenik degisiklik
saptanmadigindan, bu iki sezon arasindaki antijenik
uzakliklar grafik Uzerinde wuygulama tarafindan
otomatik olarak bos birakilmistir (Sekil 5B).

TARTISMA

influenza viruisleri, her yil mevsimsel enfeksiyonlara
yol acarak diinya genelinde bir milyona yakin insani
etkilemektedir®. Hastaligin etkisini azaltmada en
etkili yontem ise asi olarak kabul edilmektedir. Bu
amacla, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ve yetkili kurumlar
tarafindan rutin siirveyans calismalari ylrittilmekte,
viris genomlarinda ozellikle asi bileseni olarak
kullanilan ve antijenik agidan en 6nemli bélge olan
HA genindeki degisiklikler yakindan izlenmektedir. Bu
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siire¢ sonucunda, DSO’niin dnerileri dogrultusunda
Uglt (trivalan) ya da dortli (quadrivalan) asilar
olusturulmaktadir. Trivalan asilar, iki influenza A alt
tipi ve bir influenza B soyunu icerirken, quadrivalan
asllar her iki influenza B soyunu da dahil ederek daha
genis bir koruma saglamaktadir. COVID-19 pandemisi
sonrasinda Yamagata soyuna ait virlslerin viral
populasyondan silinme olasiligl, bu soyun asilarda yer
alip almamasi konusundaki tartismalari beraberinde
getirmisve buvirlslerin arastiriimasinin 6neminidaha
da artirmistir”®. Bu sebeple ¢alisma kapsaminda,
GISAID veri tabanindaki HA gen dizileri ve demografik
bilgiler kullanilarak 1) 2010-2024 vyillari arasinda
Turkiye’de dolasimda olan Victoria ve Yamagata
soyuna ait virlslerin komsu Ulkelerdeki virtslerle
filogenetik vyakinliklar, 2) Victoria ve Yamagata
soyuna ait virlslerin HA proteinlerindeki antijenik
bolgelerde meydana gelen amino asit degisiklikleri
ve sezonlar arasi farkhliklari ve 3) yas faktoriiniin
virGslerin  epidemiyolojisi Uzerindeki potansiyel
etkisi incelenmistir. Bu sayede, bu ¢alismanin ileride
yapilacak ve influenza B virislerinin epidemiyolojik
ozelliklerini daha kapsamli inceleyecek prospektif
ve deneysel calismalar igin bir temel olusturmasi
amaglanmigtir.

ilk olarak GISAID veri tabanindan Tiirkiye ve komsu
Ulkelerde (Yunanistan, Bulgaristan, Gurcistan,
Ermenistan, iran ve Suriye) dolasimda olaninfluenza B
virUslerine ait HA gen dizileri soylara gore filtrelenerek
indirilmistir. Ulkenin kuzeyini temsil etmesi amaciyla,
sinir komsusu olmasa da Ukrayna’dan elde edilen HA
gen dizileri de analizlerde yer almigtir. Tirkiye’nin
sinir komsusu olan Irak’ta her iki soydan, Suriye’de
ise Yamagata soyundan vyeterli sayida HA gen dizisi
bulunmadigindan, bu ulkeler ilgili analizlere dabhil
edilememistir. Veri tabanindaki HA gen dizilerinin
blylk g¢ogunlugunu Victoria soyuna ait virslerin
olusturdugu gozlemlenmistir (Tablo 1). Bunun yani
sira, Ulkeler arasinda veri tabanina ylklenen dizi
sayisinda da belirgin farkliliklar mevcuttur. Ornegin,
veri tabanina en fazla HA gen dizisinin ylklendigi
Ulke olan Ukrayna ile ikinci sirada yer alan Tirkiye
arasinda Ug¢ kattan daha fazla fark bulunurken, en
az diziye sahip Suriye ile bu fark neredeyse 26 kata
ulagsmaktadir (Tablo 1). Bu sayisal farkliliklarin,
Ozellikle daha az gen dizisine sahip Yamagata

soyundan virislerin antijenik 6zelliklerinin tam olarak
anlasilamamasina ve/veya analizlerde bazi llkelerin
baskin duruma gegcmesine neden olarak g¢alismanin
sonuglarini sinirlayabilecegi disliniilmektedir. Bunun
yani sira, veri tabaninda yer alan demografik bilgilere
gore, Ulkeler arasinda farkliliklar bulunsa da genel
olarak Victoria soyuna ait virlslerin 0-18 yas arasi
cocuk ve genclerde, Yamagata soyuna ait virtslerin
ise 19 yas Ustl yetiskinlerde ¢cogunlugu olusturdugu
tespit edilmistir (Sekil 1). Cocuk ve genglerde sik
gorilen Victoria soyuna ait virtslerin kitalar arasi
yaylliminin, yetigkinlerin viriis yayilliminda daha
aktif rol oynamasi sebebiyle kisitlanabilecegi one
strtlmistar®,  Ancak, bu c¢alisma daha sinirli
bir cografi alani incelemis ve Victoria soyuna ait
virtslerin yakin cografyalara yayillimda daha basaril
olabilecegini gbstermistir.

Viral popilasyonlarin sekillenmesinde ve virislerin
yaylliminda ticaret vyollari, uluslararasi seyahat,
goc ve popllasyon hareketliligi gibi bircok faktor
rol almaktadir. Ancak bu galismada, calisma grubu
olarak Tirkiye ve komsu Ulkelerdeki virtsler secilerek
bu virUslerin sadece genetik ve filogenetik iliskilerine
odaklanilmistir. Boylece, bolgesel virlis dinamikleri
incelenerek uzak cografyalardaki virlslerin bu
dinamiklere olan etkileri c¢alisma kapsamina
alinmamistir.  Filogenetik analizlerin sonuglarina
gore, Turkiye’de dolasimda olan influenza B virisleri,
farkli sezonlarda cesitli Ulkelerdeki virlslerle
genetik benzerlik gostermistir (Sekil 2, Sekil 3,
Tablo 2). Ancak, bu durum farkli soylarin farkli
sezonlarda gorildugu Ulke sayilari agisindan gesitlilik
gostermektedir. Bununla birlikte, Victoria soyunda
sezonlar arasi genetik farkliliklar daha belirgin iken,
Yamagata soyunda bu farkhliklar daha sinirh kalmistir.
Elde edilen veriler, Turkiye’deki Victoria soyuna ait
virlslerin bir¢cok sezonda birgok Ulkedeki viriislerle
genetik acidan benzer oldugunu ortaya koymustur.
Ozellikle U¢ sezonda (2019-2020, 2016-2017 ve
2015-2016) gorilen Victoria soyuna ait virislerin,
alti farkh tlkedeki virlslerle genetik olarak benzer
olmasi, bu sezonlara ait virlslerin yakin cografyalarda
daha etkin bir yayilim sergiledigini gostermistir
(Sekil 2, Tablo 2). Buna karsilk, Turkiye’de dolasimda
olan Yamagata soyuna ait virlsler, yalnizca 2017-
2018 sezonunda bes farkh Ulkede dolasimda olan
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virtslerle genetik benzerlik gostermis ve bu durum,
Yamagata soyundaki virlslerin yayilliminin daha
sinirli olduguna isaret etmistir (Sekil 3, Tablo 2). Bu
bulgular, Turkiye’deki Victoria soyuna ait virtslerin
daha fazla Glkede dolasim gosteren virislerle genetik
benzerlige sahip oldugunu ve ayni sezon iginde yakin
cografyalarda daha esnek bir yayihm sergiledigini
gOstermistir.

Yamagata soyuna ait virtslerin, yakin cografyalardaki
Ulkeler arasi yayilim agisindan dezavantajli olmasi ve
COVID-19 pandemisi sonrasi poptilasyondan silinme
ihtimalleri, bu virislerin evrimsel sireglerinde bir
dar bogaza girmis olabileceklerine isaret etmektedir.
Bu gorisi destekler nitelikte, Victoria soyuna ait
virGslerin HA proteininde daha sik ve dinamik
antijenik degisimler yasanirken, Yamagata soyunun
daha stabil bir antijenik yapiya sahip oldugu ve
sezonlar arasi antijenik benzerliklerinin yiksek
oranda korundugu belirlenmistir (Sekil 5). Victoria
soyuna ait virtslerin 2010-2014, 2015-2018, 2018-
2020 ve 2021-2024 yillari arasinda antijenik agidan
genel olarak benzer oldugu, ancak 2010-2011 sezonu
ile 2023-2024 sezonu arasinda belirgin bir antijenik
farkhlik gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 5A). Ote
yandan, Yamagata soyundaki virlislerde sadece
2012-2013 sezonu ile takip eden sezonlar arasinda
belirgin farkhhklar gozlemlenmis ve 2014-2019 yillari
arasindaki virtslerin antijenik agidan oldukga yakin
olduklari belirlenmistir (Sekil 5B). ilk olarak, pandemi
doneminde uygulanan maske kullanimi, sosyal
mesafe ve seyahat kisitlamalari gibi 6nlemlerin,
Yamagata soyunu daha fazla etkilemis olabilecegi
akla gelmistir. Ancak, GISAID veri tabanindaki verilere
bakildiginda, Yamagata soyuna ait virtslerin en fazla
dizi sayisina 2017-2018 sezonunda ulastigl, fakat
yalnizca bir sezon sonradizisayisinda belirgin bir diisis
yasandigi gozlemlenmistir (Tablo 1). Bu bulgular,
Yamagata soyuna ait virlslerin sinirl yayillimi ve
stabil antijenik yapilari nedeniyle olusan dar bogazin
pandemi siirecinde daha da hizlanmis olabilecegini
distindirmektedir. Buna karsin, Victoria soyuna ait
virtslerin pandemiye ragmen daha ylksek basari
gostermesi, bu soyda gorulen antijenik degisimlerin
evrimsel avantaj sagladigi seklinde yorumlanmustir.
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Victoria soyunda gobzlemlenen amino asit
degisiklikleri ve glikozilasyon bolgelerinin kaybi
gibi yapisal farkhhklar, influenza virtslerinin
antijenik evriminde 6nemli bir rol oynamaktadir®,
Calismamizda, sezonlar arasinda dikkat ¢ceken dort
onemli amino asit degisikligi tespit edilmistir (Sekil
4). 2015-2017 sezonlarinda gorilen 1117V ve 2020-
2021 sezonlarinda tespit edilen E128K ile G133R
amino asit degisimlerinin bircok Ulkede yaygin
oldugu gézlemlenmistir®>4®), Bu degisimlerin islevleri
tam olarak bilinmese de, influenza B virlslerinin
farkli  antijenik  kladlara  yerlesmesine  katki
saglamislardir®>#), Ayrica, N197E degisikligi, virisin
virilansini ve antijenitesini etkileyen énemli bir olay
olan glikozilasyon bélgesi kaybina neden olmusturt4,
Ozellikle 2016-2017 sezonunda gériilmeye baslayip
2018-2019 sezonunda baskin hale gelen 162.,
163. ve 164. pozisyonlardaki silinmelerin (Sekil 4),
Victoria soyunun antijenik yapisini degistirerek
asillama sonrasi elde edilen antikorlarin g¢apraz
reaktivitesinde disuse yol agtigi bildirilmistir®®, Buna
karsilik, Yamagata soyunda sezonlar arasi sadece
150. ve 165. pozisyonlarda dikkat cekici degisiklikler
gozlenmistir (Sekil 4). Bu pozisyonlarda gorilen
varyasyonlar farkh tlkelerde gorilse de islevleri tam
olarak aciklanamamistir®47, 2018-2019 sezonunda,
Victoria soyundaki virtslerin HA proteininde 162.,
163. ve 164. pozisyonlardaki amino asit silinmelerinin
baskin hale gelmesi ve Yamagata soyuna ait virls
sayisinin belirgin sekilde azalmasi dikkat cekici bir
bulgu olarak 6ne ¢ikmistir. Bu silinmelerin influenza
B virlslerinin evrimsel dinamiklerine beklenenden
daha fazla katki saglayabilecegi distintilmekte, ancak
bu hipotezin dogrulanmasi icin ek in silico, in-vitro ve
in-vivo calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

GISAID veri tabanindaki sinirli verilere dayanarak
gerceklestirilen bu c¢alisma, Turkiye’de dolagimda
olan Victoria ve Yamagata soylarina ait influenza B
virtslerinin HA genlerinde farkli evrimsel dinamikler
sergiledigini ortaya koymustur. Literatlrde, vyas
faktoriiniin uzak cografyalara virlis yaylliminda etkili
olabilecegi belirtilse de bu ¢alismanin sonuglari, yas
faktorinin yakin cografyalardaki virlis yayiliminda
daha az etkili olabilecegini gostermistir. Yamagata
soyuna ait viruslerin cografi yayilimlarinin sinirli
kalmasi ve viral poplilasyondan kaybolma siirecinde,
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genel popllasyonda bu soydan virtslere karsi
yuksek antikor yayginhginin yani sira“”, calismada
gozlemlendigi gibi dusik antijenik cesitliligin de
kritik bir rol oynayabilecegi gbzlemlenmistir. Ayrica,
Yamagata soyunun blyik o6lglide populasyondan
silinmis olmasina ragmen asilarda kullaniimaya
devam edilmesinin, yan etki profili degisiklikleri,
artan alerjik reaksiyon veya bagisiklik sisteminin
gereginden fazla uyariimasi gibi potansiyel riskleri
artirabilecegi 6ne surilmektedir“®. Bu bulgular
dogrultusunda, calisma hem gelecekte yapilacak
arastirmalar igin temel olusturmayr hem de asi
bilesenlerinin degerlendirilmesine yonelik ¢alismalar
icin onemli katkilar saglamayi hedeflemektedir.
Mevsimsel influenza virUslerinin  halk sagligi
Uzerindeki tehditlerini azaltmak adina bu tir
¢alismalar kritik bir 5neme sahiptir.
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