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TURKIYE'DE KLINiK OLARAK SAGLIKLI KOYUNLARDAN
IZOLE EDILEN KOYUN ADENOVIRUS TiP 3 (0OA,)
UZERINDE ARASTIRMALAR*

Researches on Ovine Adenovirus Type Three (OA,)Isolated
' from Clinically Healthy Sheep in Turkey

Feridun OZTURK!

Summary : A cytopathogen virus isolated by means of MDBK (Ma-
din Darby Bovine Kidney) and primary lamb kidney tissue cultures from
the faeces of clinically healthy sheep brought to Meat and Fish Organiza-
tion Ankara.

Isolated virus was also able to multiply in cattle originated cells
besides the sheep originated ones and the type of its nucleic acid was DNA.
According to measurements made by electronmicroscope its length was
about 100 milimicron. It was resisted against fat soluables such as ether
and chloroform and also trypsin enzyme. It lost infectiousness at 56°C in

120 minutes and at 60°C in 30 minutes. In between 3.0 and 4.0 pH degrees
its infectiousness estimated to be decreased. It gave heamagglutination
with rat erythrocytes and no clinical symptoms estimated in rabbit,
quinea pig and mice, but neutralizing antibodies were estimated in rabbit
and quinea pig.

Neutralisation estimated with OA; by means of cross neutralisation.

It is concluded that the isolated virus was ovine adenovirus type
3 (OA;) in accordance to the characteristics mentioned above.

Ozet : Ankara Et Balk Kurumu Mezbahasina gelen klinik olarak
saghikli koyunlardan toplanan gaita numunelerinden hazirlanan siispan-
siyonlarin, MDBK ve primer kuzu bébrek doku kiiltlirlerine ekimleri so-
nunda, sitopatojen bir virus izole edildi. Izole edilen virusun koyun ori-
jinli hiicreler diginda, sigir orijinli hiicrelerde de iiredigi, niikleik asit tii-
rliinlin DNA oldugu, elektronmikroskopta yapilan odlgiimlerde, bityliklii-
giinlin yaklagik 100 milimikron olarak 6l¢lildiigl, yag eriticilerinden eter

(*) Bu calisma, ayni baslikhi docentlik tezinden Ozetlenmistir.
(1) Doc. Dr., S. U. Veteriner Fakiiltesi Viroloji Bilim Dali, Konya.
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ve kloroforma karsi dayaniklh bulundugu, tripsin enziminden etkilenme-
digi, 56°C da 120 dakika ve 60°C da 30 dakika bekletilmekle enfeksiyozi-
tesini kaybettigi, pH 3.0 ve 4.0 degerleri arasinda enfeksiyozitesinde azal-
ma meydana geldigi, rat eritrositleri ile hemaglutinasyon verdigi, tavsan,
kobay ve farelerde klinik olarak hastalik olugturmadig: fakat tavsan ve
kobayda nétralizan antikorlarin meydana geldigi ve gapraz nétralizasyon
testleri sonunda, Koyun Adenovirus Tip 3 (OA;) ile ndtralizasyon olug-
turdugu saptandl

Izole edilen virus, bu ozelhklermden dolay1 Koyun Adenov1rus Tip

3 (OA,) olarak idantifiye edildi.
o Girig

1964 yilinda Darbyshire ve Pereira (8), koyun kan serumlarinda grup
spesifik adenovirus antikorlarinin varligini tesbit etmelerine ragmen,
1969 yilina kadar bu grup viruslar koyunlardan izole edilememistir. Ilk
‘olarak McFerran ve ark. (16), Kuzey Irlanda’da koyunlardan adenovirus-
lar1 izole etmislerdir. Ayn1 aragtiricilar (15), daha sonraki yillarda yap-
~tiklari caligmalarda, koyunlardan izole ettikleri adenoviruslari gapraz
notralizasyon testleri uygulamak suretiyle Koyun Adenovirus Tip 1 (OA,),
~ Koyun . Adenovirus Tip 2 (OA;) ve Koyun Adenovirus Tip 3 (OA;) ola-
rak adlandirmiglardir. Sonraki yillarda Iskocya’da (22) ve Tiirkiye'de (3)
koyunlardan, farkli adenoviruslar izole edilmis, ve sirasiyla Koyun Ade-
novirus Tip 4 (OA;) ve Koyun Adenov1rus T1p 5 (OA5) olarak isimlendi-
rilmistir.

- Koyunlardan izole edilen bu 5 tip adenovirusun sigir ve domuz ade-
noviruslarindan farkl: oldugu gosterilmistir (1). Daha sonraki yillarda
Yeni Zellanda’da (24) kuzulardan 2 adenovirus sugsu (WV 419/75 ve
WV757/75) izole -edilmis ve bunlarin ¢apraz notralizasyon testleri ile bir-
birinden farkh oldugu ortaya cikarilmig, fakat diger memeli adenovirus-
lar1 ve koyun adenoviruslar: ile mukayese edilmemistir (9). Adalr ve. ark.
(2), Yeni Zellanda’da (24) kuzulardan izole edilen 2 adenovirus sugu

- (WV419/75 ve WVT57/75) ile bilinen koyun, sigir ve domuz adenovirus-
larini ¢apraz nétralizasyon testi kullanarak mukayese etmigler, WV419/75
adenovirus sugunun bu viruslarin higbirisi ile ¢apraz reaksiyon vermedi-
gini; bu nedenle WV419/75 sugunun yeni bir adenovirus tipi . oldugunu
ortaya cikarmiglar ve Koyun Adenov1rus Tip 6 (OAG) olarak adlandir-
m1§lard1r , ,

' Bu calismada Tiirkiye’de klinik olarak saglikh koyun‘lard.an ‘a'thnan
gaita numunelerinden izole edilen virusun &zellikleri ve koyun adenovi-
ruslar1 ile mukayesesi aragtirilmigtir.
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Mate7 yal ve Metot

v Vlrus 1z01asyonu icin Ankara Et - Balik Kurumu Mezbahasia geti-
rilen klinik olarak saglikli koyunlardan gaita numuneleri toplandi. On
koyundan alinan gaitalar 1 numune olarak degerlendirildi. Béylece 20
numune islendi. Gaita numunelerinin ha21rlan1§1nda Wittmann'in (26)
b11d1rd1g1 teknikten yararlamildi. Virus izolasyonu igin, bu rniumuneler-
den MDBK (Madin Darby Bovine Kidney - Sigir Bobregi Hiicresi) doku
kiiltiirlerine ekimler yapildi. Her bir numuneden 3 kor passaj yapilarak
CPE (sitopatolojik effekt) meydana getirmeyen numuneler denemeden
~ ¢ikarildr, Ugiincii ‘passaj sonunda, %50’den yukari CPE olusturan 13 nu-
mune idantifikasyon i¢in toplandi. ‘Bu numuneler denemeye alinana ka-
‘dar' — 60°C’da saklandy Izole edilen virusun iiretilmesi icin MDBK doku
kiiltlirlerine ekimler yapildi. Virus titresi MDBK doku kiiltiirlerinde ya-
pilan 10 passajdan sonra diigitk oldugu i¢in, virus primer kuzu bébrek do-
ku kiiltiirlerinde 3 kez passajlaridi’ Bu passajlar sonunda, primer. kuzu
bdbrek doku kiiltiirlerinde iireyen virus, yeniden MDBK doku kiiltiirleri-
ne ekilerek, 4 kez passajlandi. Bu passajlar sonunda virusun titresinin
ylikseldigi goriildii. . S

 Aragtirmada tip tayini icin koyun adenoviruslari (OA, OA, OA,
OA;) kullanildz,

-Capraz notrahzasyon denemeleri icin izole edilen * virus ile koyun
adenoviruslarma. (OA,, .04, OA, OA;) kars: tavsanlarda hazirlanan hi-
perimmun serumlar kullanildi. Hiperimmum serumlarin serum nétrali-
zasyon degerleri (SNj). mlklonotrahzasyon yontemi ile saptandi.

fzole edilen. virusla yapilan doku kiiltlirlerinde {iretme denemelerin-
de, kuzu ve danalardan hazirlanan primer ve sekonder testis ve bobrek
doku kiiltiirleri, civeiv fibroblast kiltiirii ile MDBK, MS,, (Monkey
Stable - Maymun Bobrek Epitel Hiicresi), BHK (Baby Hamster Kidney ~
Yavru Hamster Bobrek Ep1te1 Hucre51) devaml doku kultullerl kulla-
n11d1

L Izole edllen ve ara§t1rmada kullanilan v1ruslar1n enfekmyomte gug—
lerinin saptanmasmda Frey ve Liess’in (12) bildirdikleri teknikten ya-
‘rarlanild: ve sonuglar Kaerber’e (14) gére hesaplandi.

Virusun biyolojik ozelhklemm saptamak amaci ile yapllan ga11§ma—
‘larda;’ 1zole “edilen v11usun niikleik = asit tipi, .5-Iodo - desoxyliridin
“(IUDR) ile tesbit edildi. Plak meydana getirme ve plak karakterinin ta-
yininde Dulbecco'nun (10) bildirdigi yéntem uygulandi. Inkliizyon cisim-
wcigi olusturup: olusturmadigi, kobay, beyaz fare, rat, tavsan, at, sifir, ko-
-yun, tavuk ve.insan 0 grubu eritrositleri ile hemaglutmasyon ve hemad-
sorbsiyon ozelligi olup olmadigi aragtiraldi.
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Virusun fiziksel ve kimyasal 0zelliklerinin aragtirilmasi amaciyla
eter ve kloroform hassasiyet testi, tripsin duyarlilik testi, pH duyarlilik
testi, degisik 1s1 derecelerinde 1s1 duyarlilik testi yapildi. Ayrica 1sidan
etkilenen viruslarin iki degerli katyonlarla karsi kargiya getirildiginde,
duyarhliklarinin ortadan kalkip kalkmadigini saptamak amaciyla iki de-
gerli katyonlarin 1s1 duyarhlhig: {izerine etkisi (25) arastirildi. Izole edilen
virusun morfolojik yapisi, elektronmikroskopla kontrol edilerek tesbit
edildi.

Izole edilen virusun laboratuvar hayvanlarinda eksperimental enfek-
siyon denemeleri sonunda, ayni virusun bu hayvanlardan tekrar izolasyon
kobay ve farelerde patojenite denemeleri yapildi. Eksperimental enfek-
siyon denemleri sonunda, ayn:i virusun bu hayvanlardan tekrar izolasyon
calismalar: yapildi.

Bulgular

izole edilen virus, OA,, OA,, OA,, ve OAje kars: tavsanlardan hazir-
der testis ve bobrek doku kiiltlirlerinde, devamli doku kiiltiirlerinden
yalnizca MDBK doku kiiltiirlerinde 3-5. giinlerde sitopatolojik degigik-
liklerle karakterize iireme gosterdigi, virusun iiredigi doku kiiltiirlerinde
mikrotitrasyon yontemi ile yapilan titrasyonlarinda MDBK, primer ve
sekonder kuzu bébrek doku kiiltlirlerinde en yiiksek, primer ve sekonder
dana boébrek doku kiiltiirlerinde en diiglik enfeksiyozite gilicii olugturdu-
gu saptand: (Tablo 1).

Izole edilen virus OA,, OA, OA,, ve OAje karsi tavganlardan hazir-
lanan hiperimmun serumlarin mikrondétralizasyon yontemiyle h=saplanan
cserum notralizasyon degerleri, sirasiyla SNg,=1/64, 1/32, 1/16, 1/32,
1/52.2 olarak saptandi.

Izole edilen virus ve kendisine karsi hazirlanan hiperimmun serum-
la, OA,, OA,;, OA,; ve OA; ile ve.bu viruslara karg: hazirlanan hiperim-
mun serumlarla yapilan capraz ndtralizasyon testleri sonunda, izole edi-
len virusla hiperimmun serumunun, OA; ve hiperimmun serumu ile kar-
sihkl nétralizasyon olugturdugu, digerleri ile olusturmadig: saptandi
(Tablo 2).

Izole edilen virusun biyolojik ozelliklerini saptamak amaciyla uygu-
lanan yontemlerde alinan sonucglar su sekilde tesbit edildi. Virusun niik-
leik asit tipi, Dezoksiriboniikleik asit (DNA) olarak saptandi.

Virusun plak olusturup olusturmadigini saptamak amaciyla primer
kuzu bobrek doku kiiltiirlerinde yapilan plak test denemesi sonunda, vi-
rusun plak olugturmadigi belirlendi.
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Virusun primer kuzu bébrek doku kiiltiirlerinde yapilan inkliizyon
cisimcigi olusturma denemeleri sonunda, inkliizyon cisimcigi tesbit edi-
lemedi.

Izole edilen virusla kobay, beyaz fare, rat, tavsan, at, sifir, koyun,
tavuk ve insan 0 grubu eritrositleri arasinda oda 1s1s1 ve +4°C’da yap1-
lan hemaglutinasyon denemeleri sonunda, virusun sadece rat eritrositle-
riyle hemaglutinasyon verdigi saptandi. Virusun yukarida belirtilen erit-
rosit tlirleri ile primer kuzu bobrek doku kiiltiirlerinde yapilan hemad-
sorbsiyon testi denemelerinde, hemadsorbsiyon meydana getirmedigi tes-
bit edildi. Izole edilen virusun fiziksel ve kimyasal dzellikleri ile ilgili o-
larak yapilan ¢aligmalarda su sonug¢lar alindr.

Virusun gerek eter ve gerekse kloroforma kargi dayanikli oldugu
bulundu.

Tripsin ile muamele sonunda tripsin enziminin virusun enfeksiyo-

zite giicinde logaritma 10°® degerinde 6nemsiz bir titre kaybina neden
oldugu saptandi. Boylece tripsine dayanikli oldugu ortaya g¢ikarildi

Cesitli pH deferleri arasinda kontrol edilen virusun enfeksiyozite
glciini, pH 3.0 ve 4.0 degerlerinde logaritma 10° degerinde kaybettigi,
dolayisiyla bu degerler arasinda onemli 6lgiide etkilendigi, buna karsilik
pH 6.0 ve 8.0 degerlerinde bu etkilenme giiciiniin logaritma 10' kadar ol-
dugu, pH 7.0 degerinde ise virusun enfeksiydzite gilicliniin sabit kaldig:
gozlendi. Virusun i1s1 duyarhlik testi sonunda, farkli 1s1 derecelerinde
30 dk., 120 dk. ve 4 saat siirelerde futulduktan sonra, —60°C, — 20°C,
+4°C, 22°C, 37°C'da virusun enfeksiyozite giliclinii korudugu, 56°C ve
60°C’da enfeksiydzite giiclinii kaybettigi tesbit edildi.

iki degerli katyonlarin is1 duyarlilig1 iizerine etkisini saptamak a-
mact ile virusun 2M MgCl, ile muamelesinden sonra, 50°C da 1 saat bek-
letilmekle aktivitesini kaybetmedigi saptandi.

Elektronmikroskop ile yapilan incelemede, 27.000 biiyiitmede virusun
yaklagik olarak 100 milimikron biliyiiklitkte oldugu belirlendi (Resim 1).

Patojenite denemeleri sonunda; intraperifoneal olarak virus verilen
tavgan ve kobaylarda ve intranasal olarak virus verilen farelerde &nemli
klinik bulgulara rastlanmadi. Virus verildikten 14 glin sonra bu
hayvanlardan alman kan serumlar:1 ile yapilan noétralizasyon testleri so-
nunda, bir tavsanda SN;=1/6.61 ve bir kobayda SN;=1/13.2 degerlerin:
de notralizan antikorlar tesbit edildi. Farelerde notralizan antikorlarin
varhig saptanamadi. Virus verildikten sonra 21. glinde oldiiriilen bu hay-
vanlarda makroskopik énemli bozukluklar bulunamadi. Histopatolojik
bulgulara tavsanlarda karaciger ve akcigerlerde, kobaylarda akcigerler,
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dalak ve karaciferde ve farelerde akciferlerde rastlandi Virus inokule
edilen tavsan, kobay ve farelerin i¢ organlarindan yapilan virus izolas-
yon denemelerinde, negatif sonug¢ alindi.

Fesim 1. Izole Virusun Zeiss EM 93 elektron mlkroskobu 11e gorunumu

(Phosphor Wolfram asidi ile “boyama X 135. 000).

Flgure 1. Electronmlcroscopm (Zeiss EM - 95) appearance of.the isolated "

" virus (stained with Phosphor Wolfram x 135.000).

Tablo 1: Izole edilen virusun doku kiiltiirlerinde iiretilme denemeleri ve
tiredigi doku kiiltiirlerinde imikrotitrasyon yontemi ile saptanan
enfeksiydzite degerleri

Doku kiiltiirleri CPE Ureme siire-- Enfeksiydzite deger-
- si (giin) leri (DKID4/0.1 ml)
Devamh MDBK + 4 105
Doku BHK Ce— —_ e
Kiltiri  MS,, — — e
Primer Dana Bob. . + 4 - 108
Dana Tes. e -4 1035
Doku Kuzu Bob. + 3 10°
L Kuzu Tes. . + 3 10*
Kiltiiri Civciv Fib. — — -—
Sekonder Dana Béb. + 5. 10°
Doku . Dana Tes. + 5 10°2.
Kiiltiiri Kuzu Béh. + 3 10°
Kuzu Tes. + 4 10
(4) : CPE Pozitif, (—) : CPE Negatif

DKID, :

Doku Kiiltiirii. infektif Doz 50
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Tablo 2. Capraz - notralizasyon test sonuglar:

Viruslar Hiperimmun Serumlar (SN;)

- cdzolat- - OA; 0 OA, o OA  OA,
izolat =~ . CPE(—) . CPE(+) CPE(+) - CPE(—) .CPE(+)

0A, CPE(+) CPE(—) CPE(+4) . CPE(4) - CPE(+4)

0A, CPE(+) CPE(+}) CPE(—) CPE(+) CPE (<)

OA, CPE(—) CPE(+) CPE(-}+) CPE(—) CPE(-+)

OA, CPE(—I—) CPE(+) CPE(+) CPE(+) CPE(—-)

V1ruslar IOODKIDso/O 1ml., Hlpeummun ser umlar SNy degeﬂerl hzsabiy-
la teste ahnmlglardlr

CPE(——) Notrahzasyon pozitif, CPE(+) Notralizasyon negatif -
izolat : Izole edllen virus

Tartigma ve Sonucg

"Koyun adenoviruslar: bugiine kadar yapilan gal@mdlarla, klinik.olaQ
rak hastalik belirtisi gésteren ve géstermeyen koyunlarin gaita ve burun
akintilarmdan izole edilebilmistir (3, 4, 5, 9, 15, 16, 21, 22). '

Bu' galigmada klinik olarak saglikli koyunlarin gaita numunelerin-
den, MDBK ve primer kuzu bobrek doku kiiltiirlerine yapilan ekimler
sonunda, bir virus izole edilmig ve idantifikasyon caligmalar: bulgularlna
gore, koyun adenovirus tip 3 (OA;) olarak adlandirilmigtir.

~Oztiirk (19), OA, ile yaptigt calismada, bu virusun sigir orijinli doku
kiilttirlerinde (MDBK, primer ve sekonder dana testis, primer dana bob-~
rek) diretilebildigini- bildirmistir. Yapilan caligmada OA; olarak idantifi-
ye edilen virusun ilk izolasyonu, sifir orijinli devamli hiicrelerden
MDBK doku kiiltiirlerinde ve primer kuzu bdbrek doku kiiltiirlerinde
yapilmis, cesitli doku kiiltiirlerinde yapilan virus iiretme denemelerinde,
izole edilen virus koyun orijinli hiicreler diginda, sigir orijinli hiicreler-
de de.iiretilmistir. Bu giine kadar Oztiirk’iin (19) OA; ile yaptig caligma
diginda, koyun adenoviruslarmin sigir orijinli doku kiiltiirlerinde iiretil-
digine dalr bir llterature rastlanamamigtir.

Bauer ve. ark. (3), McFerran ve ark. (15), koyunlardan izole eitikle-
ri adenov1_ruslar1 5-Todo - 2 - deoxyliridin ile muamele etmigler ve kuzu
bobrek  hiicrelerinde virus iiremesinin 6nlendigini bildirmiglerdir. Izole .
edilen virusun niikleik asit tipini belirlemek icin yapilan calismada, vi-
rus: 5'-JI0do -2 «deoxylridin ile muamele edilerek MDBK doku kiiltiirle-
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rine ekilmis, bu kiiltiirlerde virusun {iremedigi gézlenmig ve bu nedenle
virusun niikleik asit tipi DNA olarak saptanmigtir.

Adenoviruslarin ortak 6zelliklerinden biriside yag eriticilerinden e-
ter ve kloroforma dayanikli olmalaridir, Cesitli aragtiricilar (3, 15, 16, 18)
yaptiklar:1 g¢aligmalarda, koyun adenoviruslarimin eter ve kloroforma da-
yanikli olduklarini bildirmiglerdir. Bu ¢aligmada da izole edilen virusun
eter ve kloroforma karsi dayanikli oldugu fesbit edilmigtir.

McFerran ve ark. (16), koyunlardan izole ettikleri adenoviruslarin
pH 3.0 degerinde stabil olduklarini, Miller (18) OA; ile yaptig1 caligma-
da, virusun pH 3.0 degerinde. logaritmanin 0.2 degeri kadar bir enfeksi-
yozite kaybr gosterdigini, dolayistyla asit ortama dayanikh oldugunu bil-
dirmiglerdir. Bu g¢aligmada izole edilen virusun pH 3.0 ve 4.0 degerlerin-
de belirgin bir enfeksiydzite kaybina ugradigi saptanmigtir.

Simdiye kadar koyun adenoviruslarinin tripsin enziminden etkilenip
etkilenmedigine dair bir caligmaya rastlanilmamigtir. Sigir ve at adeno-
viruslarn ile yapilan caliginalarda, bu viruslarin tripsinden etkilenmedik-
leri bildirilmigtir (17, 23). Yapilan ¢alismada koyunlardan izole edilen
adenovirusun tripsine dayanikli oldugu belirlenmigtir.

Adenoviruslarin hemaglutinasyon o6zelligi iizerinde yapilan caligma-
larda, bu viruslarin rat eritrositleriyle hemaglutinasyon verdikleri bildi-
rilmigtir (6, 7, 11, 13, 16, 17, 20). Izole edilen virusla rat eritrositleri ara-
sinda yapilan hemaglutinasyon denemesinde, virusun rat eritrositleriyle
hemaglutinasyon verdigi saptanmigtir,

Ayrica izole edilen virusun hemadsorbsiyon ozelligi ve plak karak-
terleri lizerinde yapilan calismada negatif sonug¢ alinmigtir. Adenovirus-
larin hemadsorbsiyon ve plak Ozellikleri {izerinde g¢aligmaya rastlanilma-
dig1 i¢in degerlendirme olanag bulunamamgtir.

McFerran ve ark. (16), koyunlardan izole ettikleri adenoviruslarin
elektronmikroskopik Ol¢iimlere gore, 90 - 100 milimikron biiyiikliikte ol-
duklarimi bildirmiglerdir. Elektronmikroskopta yapilan O&lglimlerde izole
edilen virusun biyiikligi yaklasik 100 milimikron olarak belirlenmigtir.

Cesitli aragtincilar (1, 2, 3, 15) koyunlardan izole ettikleri adenovi-
ruslarin tip ayrimlarinda, g¢apraz nétralizasyon testlerinden yararlanmig-
lardir. Bu caligmada, izole edilen virusun tip tayini ¢apraz nétralizasyon
testleri ile yapilmig ve virus, koyun adenovirus tip 3 (OA;) olarak idan-
tifiye edilmigtir.

Bauer ve ark. (3) koyunlarda ve laboratuvar hayvanlarinda, Miiller
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(18) laboratuar hayvanlarinda OA; ile yaptiklar: enfeksiyon denemele-
rinde, enfeksiyon meydana getirilemedigini belirtmiglerdir. Izole edilen
virusla kobay, tavsan ve farelerde yapilan enfeksiydzite denemelerinde,
klinik olarak bir enfeksiyon tablosuna rastlanmamugtir. Buna kargilik vi-
rus verildikten 14 giin sonra tavsanlarda SN;=1/6.61, kobaylarda SNj=
1/13.2 degerinde nétralizan antikorlarin varlig1 teshit edilmistir. Izole e-
dilen virus lizerinde yapilan fiziksel, kimyasal, biyolojik ve morfolojik
caligmalar ve cgapraz notralizasyon testi sonuglari, bu virusun koyun a-
denovirus tip 3 (OA;) oldugunu ortaya koymaktadir.

Tiirkiye’de koyunlardan izole edilen ilk OA, olmasi nedeniyle iilke-
mizde bu virus ile daha genig ¢aligmalar ve seroepidemiyolojik tarama-
lar yapilmasi gerekli goriilmektedir.
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