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from Clinically Healthy Sheep in Turkey 
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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 alsa able to multiply in cattle origin?.ted cell& 
besides the sheep originated ones and the type of its nucleic acid was DNA. 
According to measurements made by electronmicroscope its length was 
alıout 100 milimicron. It was resisted against fat soluables such as ethe.r 
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 elinical syımptoms estimated in rabbit, 
quinea pig and mice, but neutralizing antibodies were estimated in rabbit 
and quinea pig. 

Neutralisation estimated with OA3 by means of cross neutralisation. 

It is concluded that the isolated virus was ovine adenavirus type 
3 (OA3) in accordance to the characteristics mentioned above. 

Özet : Ankara Et Balık Kurumu Mezbahasına gelen klinik olarak 
sağlıklı koyunlardan toplanan gaita numunelerinden hazırlanan süspan­
siyonların, MDBK ve primer kuzu böbrek doku kültürlerine ekimleri so­
nunda, sitopatojen bir virus izole edildi. izole edilen virusun koyun ori­
jinli hücreler dışında, sığır orijinli hücrelerde de ürediği, nüklei'k asit tü­
rünün DNA olduğu, elektronmi•kroskopta yapılan ölçümlerde, büyüklü­
ğünün yaklaşık 100 milimikran olarak ölçüldüğü, yağ eriticilerinden eter 

(*) Bu çalışma, aynı başlıklı doçentlıik tezinden özetlenmiştir. 
(1) Doç. Dr., S. ü. Veteriner Fakültesi Viroloji Bilim Dalı, Konya. 
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ve kloroforma karşı dayanıklı bulunduğu, tripsin enziminden etkilenme­
diği, 56aC da 120 dakika ve 60°C da 30 dakika bekletilmekle enfeksiyözi­
tesini kaybettiği, pH 3.0 ve 4.0 değerleri arasmda enfeksiyözitesinde azal­
ma meydana geldiği, rateıitrositleri ile hemaglUtinasyon verdiği, tavşan, 
kobay ve farelerde klinik olarak hastalık oluşturmadığı fakat tavşan ve 
kabayda nötralizan antikorların meydana geldiği ve çapraz nötralizasyon 
testleri sonunda, Koyun Adenavirus Tip 3 (OA3) ile nötralizasyon oluş­
turduğu saptandı. 

izole edilen virus, bu özelliklerinden dolayı Koyun Adenavirus Tip 
3 (OA3) olarak idantifiye edildi. 

Giriş 

1964 yılında Darbyshire ve Pereira (8), koyun kan serumlarında grup 
spesifik adenavirus antikarlarının varlığını· tesbit etmelerüie rağmen, 
1969 yılına kadar bu grup viruslar koyunlardan izole edilememiştir; İlk 
olaral.;: McFerran ve ark. (16), Kuzey İrlanda'da koyunlardan adenavirus­
ları izole etmişleııdir. Aynı araştırıcılar (15), daha sonraki yıllarda yap­
tıkları çalışmalarda, koyunlardan izole ettikleri adenovirusları çapraz 
nötralizasyon testleri uygulamak suretiyle Koyun Adenavirus Tip 1 (OAı), 
Koyun Adenavirus Tip 2 (OA2) ve Koyun Adenavirus Tip 3 (OA3) ola­
rak adlandırmışlardır. Sonraki yıllarda İskoçya'da (22) ve Türkiye'de (3) 
koyunlardan, farklı adenaviruslar izole edilmiş, ve sırasıyla Koyun Ade­
novirus Tip 4 (OAi) ve Koyun Adenavirus Tip 5 (OA5) olarak .isimlendi­
rilmiştir. 

Koyunlardan izole edilen bu 5 tip adenovirusun sığır ve domuz ade­
noviruslarından farklı olduğu gösterilmiştir (1). Daha sonraki yıllarda 
Yeni Zellanda'da (24) kuzulardan 2 adenavirus suşu (WV 419/75 ve 
WV757 /75) izole edilmiş ve bunlarin çapraz nötralizasyon testleri ile bir­
birinden farklı olduğu ortaya çıkarılmış, fakat diğer memeli adenavirus­
ları ve koyun adenovirusları ile mukayese edilmemiştir (9). Adair ve ark. 
(2), Yeni Zellanda'da (24) kuzulardan izole edilen 2 adenavirus suşu 
(WV419/75 ve WV757/75) ile bilinen koyun, sığır ve domuz adenovirus­
larını çapraz nötralizasy:on testi kullanarak mukayese etmişler, WV419/75 
adenavirus suşunun bu virusların hiçbirisi ile çapraz reaksiyon vermedi­
ğini, bu nedenle WV419/75 suşunun yeni bir adenavirus tipi olduğunu 

"ortaya çıkarmışlar ve Koyun · Adenavirus Tip 6 (OAs) olarak adlandır­
mışlardır. 

Bu çalışmada Türkiye'de klinik olarak sağlıklı koyunlardan alınan 
gaita numunelerinden izole edilen virusun özellikleri ve koyun adenavi­
rusları ile mukayesesİ araştırılmıştır. 
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Materyal ve Metot 

Virus izolasyonu için Ankara Et- Balık Kurumu Mezbahasma geti­
rilen klinik olarak sağlıklı koyunlardan gaita numuneleri toplandı. On 
koyundan alınan gaitalar. 1 numune olarak değerlendirildi. Böylece 20 
numune işlendi. Gatta numunelerinin hazırlanışında Wittmann'ın (26) 
bildirdiği . teknikten yararlanıldı. Virus izolasyonu için, bu numuneler­
den MbBK (Madin barby Bovine Kidney- Sığır Böbreği Hücresi) doku 
kültürlerine ekimler yapıldı. Her bir numuneden 3 kör passaj yapılarak 
CPE (sitopatolöjik effekt) meydana getirmeyen numuneler denemeden 
çıkarıldı. Üçüncü passaj sonunda, %50'den yukarı CPE oluşturan 13 nü­
mune idantifikasyon için toplandı. Bu numuneler denemeye alınana ka­
dar ~ 60°C'da saklandı. İzole edilen virusun üretilmesi 1çin MDBK doku 
kültürlerine ekimler yapıldı. Virus titresi MDBK doku kültürlerinde ya­
pılan 10 passajdan sonra eliişiiık olduğu için, virus primer kuzu böbrek do­
ku kültürlerinde 3 kez passajla:rtdı.: Bu passajlar sonunda, prime~- kuzu 
böbrek doku kültürlerinde üreyen virus, yeniden MDBK doku kültürleri­
ne ekilerek, 4 kez passajlandı. Bu passajlar sonunda virusun titresinin 
yükseldiği. görüldü. 

Araştırmada tip tayini için koyun adenovirusları (OA1, OA2, OA3, 

OA5) kullanıldı. 

Çapraz nötralizasyon denemeleri için izole edilen virus ile koyun 
adenoviruslarına (OA1, OA2, QA3, OA5) karşı tavşanlarda hazırlanan hi­
perimmun serumlar kullanıldı. Hiperimmuro serumların serum nötrali· 
zasyon değ~rleri (SN'50) mikronötralizasyon yöntemi ile saptandı. 

izole· edilen virusla yapılan doku kültürlerinde üretme denemelerin­
de, kuzu ve danalardan hazırlanan primer ve sekonder testis ve böbrek 
doku kültürleri, civciv fibroblast kültiirii ile MDBK, MSıı (Monkey 
Stable- Maymun Böbrek Epitel Hücresi), BHK (Baby Hamster Kidney­
Yavru Haİnster Böbrek Epitel Hücresi) devamlı doku kültürleri kulla­
nıldı. 

izole . ed,ilen ve ar:;ıştırmada kullanılan virusların enfeksiyözite güç­
lerinin. saptanmasında, Frey ve Liess'in (12) bildirdikleri teknikten · ya­
rarlariıldı ve sonuÇlar Kaerber'e (14) göre hesaplandı. 

Vir_usun biyolojik özelliklerini saptamak amacı ile yapılan çalışma­
İarda;- izole ... edil~rt·. vİru~un nükleik asit tipi, . 5- Iodo- desoxyüridin 

- (IUDR) ile tesbit edildi. Plak meydana getirme ve plak karakterinin ta­
yininde Dulbecco'nun · (10) bildirdiği yöntem uygulandı. inklüzyon cisim­

. ciği· oluşturup: oluşturmadığı, ko bay, beyaz fare, rat, tavşan, at, sığır, ko­
yun, tavuk ve. insan o grubu eritrositleri ile hemaglutinasyon ve hemad­
sorbsiyon özelliği olup olmadığı araştırıldı. 
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Virusun fiziksel ve kimyasal özelliklerinin araştırı1ması amacıyla 

eter ve kloroform hassasiyet testi, tripsin duyarlılık testi, pH duyarlılık 
testi, değişik ısı derecelerinde ısı duyarlılık testi yapıldı. Ayrıca ısıdan 
etıkilenen virusların iki değerli katyonlada karşı karşıya getirildiğinde, 
duyarlılıklarının ortadan kalkıp kalkmadığını saptamak amacıyla iki de­
ğerli katyonların ısı duyarlılığı üzerine etkisi (25) araştırıldı. İzole edilen 
virusun morfolojik yapısı, elektronmikroskopla kontrol edilerek tesbit 
edildi. 

İzole edilen virusun laboratuvar hayvanlarında eksperimental enfek­
siyon denemeleri sonunda, aynı virusun bu hayvanlardan tekrar İzolasyon 
kobay ve farelerde patojenite denemeleri yapıldı. Eksperimental enfe-k­
siyon denemleri sonunda, aynı virusun bu hayvanlardan tekrar İzolasyon 
çalışmaları yapıldı. 

Bulgular 

İzole edilen virus, OAıı OA2, OA3, ve OA5'e karşı tavşanlardan hazır­
der testis ve böbrek doku 'kültürlerinde, devamlı doku kültürlerinden 
yalnızca MDBK doku kültürlerinde 3-5. günlerde sitopatolojik değişik­
liklerle karakterize üreme gösterdiği, virusun ürediği doku kültürlerinde 
mikrotitrasyon yöntemi ile yapılan titrasyonlarında MDBK, primer ve 
sekonder kuzu böbrek doku kültürlerinde en yüksek, primer ve sekonder 
dana böbrek doku kültürlerinde en düşük enfeksiyözite gücü oluşturdu­
ğu saptandı (Tablo 1). 

İzole edilen virus OAı, OA2, OA3, ve OA5'e karşı tavşanlardan hazır­
lanan hiperimmun serumların mikronötralizasyon yöntemiyle hesaplanan 
r.erum nötralizasyon değerleri, sırasıyla SN50 =1/64, 1!32, 1/16, 1!32, 
1/52.2 olarak saptandı. 

İzole edilen virus ve kendisine karşı hazırlanan hiperİmınun serum­
la, OA1, OA2, OA3, ve OA5 ile ve. bu viruslara karşı hazırlanan hip2rim­
mun serumlarla yapılan çapraz nötralizasyon testleri sonunda, izole edi­
len virusla hiperimmun serumunun, OA3 ve hiperİmınun serumu ile kar­
şılıklı nötralizasyon oluşturduğu, diğerleri ile oluşturmadığı saptandı 

(Tablo 2). 

İzole edilen virusun biyolojik özelliklerini saptamak amacıyla uygu­
lanan yöntemlerde alınan sonuçlar şu şekilde tesbit edildi. Virusun nük­
leik asit tipi, Dezoksiribonüıkleik asit (DNA) olarak saptandı. 

Virusun plak oluşturup oluşturmadığını saptamak amacıyla primer 
kuzu böbrek doku kültürlerinde yapılan plak test denemesi sonunda, vi­
rusun plak oluşturmadığı belirlendi. 
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Virusun primer kuzu böbrek doku kültürlerinde yapılan inklüzyon 
cisimciği oluşturma denemeleri sonunda, inklüzyon cisimciği tesbit edi­
lemedi. 

izole edilen virusla kobay, beyaz fare, rat, tavşan, at, sığır, koyun, 
tavuk ve insan O grubu eritrositleri arasında oda ısısı ve +4oC'da yapı­
lan hemaglutinasyon denemeleri sonunda, virusun sadece rat eritrositle­
riyle hemaglutinasyon verdiği saptandı. Virusun yukarıda belirtilen erit­
rosit türleri ile primer kuzu böbrek doku kültürlerinde yapılan hemad­
sorbsiyon testi denemelerinde, hemadsorbsiyon meydana getirmediği tes­
bit edildi. izole edilen virus un fiziksel ve kimyasal özellikleri ile ilgili o­
larak yapılan çalışmalarda şu sonuçlar alındı. 

Virusun gerek eter ve gere'kse kloroforma karşı dayanıklı olduğu 

bulundu. 

Tripsin ile muamele sonunda tripsin enziminin virusun enfeksiyö­
zite gücünde logaritma 10°'75 değerinde önemsiz bir titre kaybına neden 
olduğu saptandı. Böylece tripsine dayanıklı olduğu ortaya çıkarıldı. 

Çeşitli pH değerleri arasında kontrol edilen virusun enfeksiyözite 
gücünü, pH 3.0 ve 4.0 değerlerinde logaritma 103 değerinde kaybettiği, 

dolayısıyla bu değerler arasında önemli ölçüde etkilendiği, buna karşılık 
pH 6.0 ve 8.0 değerlerinde bu etkilenme gücünün logaritma 101 kadar ol­
duğu, pH 7.0 değerinde ise virusun enfeksiyözite gücünün sabit kaldığı 
gözlendi. Virusun ısı duyarlılık testi sonunda, farklı ısı derecelerinde 
30 dk., 120 dk. ve 4 saat sürelerde tutulduktan sonra, - 60°C, - 20°C, 
+4oC, 22°C, 37°C'da virusun enfe'ksiyözite gücünü koruduğu, 56°C ve 
60°C'da enfeksiyözite gücünü kaybettiği tesbit edildi. 

İki değerli katyonların ısı duyarlılığı üzerine etkisini saptamak a­
macı ile virusun 2M MgC12 ile muamelesinden sonra, 50°C da 1 saat bek­
letilmekle aktivitesini kaybetmediği saptandı. 

Elektronmikroskop ile yapılan incelemede, 27.000 büyütmede virusun 
yaklaşık olarak 100 milimikran büyüklükte olduğu belirlendi (Resim 1). 

Patojenite denemeleri sonunda; intraperitoneal olarak virus verilen 
tavşan ve kabaylarda ve intranasal olarak virus verilen farelerde önemli 
klinik bulgulara rastlanmadı. Virus verildikten 14 gün sonra bu 
hayvanlardan alınan kan serumları ile yapılan nötralizasyon testleri so­
nunda, bir tavşanda SN50=l/6.61 ve bir kabayda SN50 =1/13.2 değerlerin· 
de nötralizan antikorlar tesbit edildi. Farelerde nötralizan antikorların 
varlığı saptanamadı. Virus verildikten sonra 21. günde öldürülen bu hay­
vanlarda makroskopik önemli bozukluklar bulunamadı. Histopatolojik 
bulgulara tavşanlarda karaciğer ve akçiğerlerde, kabaylarda akciğerler, 
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dalak ve karaciğerde ve farelerde akciğerlerde rastlandı. Virus inokule 
edilen tavşan, kobay ve farelerin iç organlarından yapılan virus izolas­
yon denemelerinde, negatif sonuç almdı. 

Fesim 1. izole Virus un Zeiss EM- 9S elektron mikroslwbu ile. görünümü 
(Phosphor Wolfram asidi ile boyaina :X 135.000). 

Figure 1. Electronmicroscopic (Zeiss EM- 9S) appearance of the isolated 
· virus (stained with Phosphor Wolfram x 135.000). 

--~--~---------

Tablo 1: izole edilenvirusun doku kültürlerinçle üretilme denemeleri ve 
ürediği doku kültürlerinde mikrotitrasyon yöntemi ile saptanan 

enfeksiyözite değerleri 

Doku kültürleri CPE Üreme süre- Enfeksiyözite değer-
si (gün) leri (DKİD5o/0.1 ml) 

Devamlı MDBK + 4 105 

Doku BHK -
Kültürü MS2ı -
Primer Dana Böb. • + 4 103 

Dana Tes. + 4 1os.5 
Doku Kuzu Böb. + 3 105 

Kuzu ·Tes. + 3 104 

Kültürü Civciv Fib. 

Sekonder Dana Böb. + 5. 1o3 

Doku Dana Tes. + 5 103.25. 
Kültürü Kuzu Böb. + 3 105 

Kuzu Tes. + 4 104 

( +) : CPE Pozitif, (-) : CPE Negatif 
DKİD50 : Doku Kültürii İnfektif Dqz 50 ,. 
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Viruslar 

İzolat 
OAı 
OA2 

OA3 
OA5 

Tablo 2. Çapraz - nötralizasyon test sonuçları 

· · ·İzolat · 

CPE(-) 
CPE(+) 
CPE(+) 
CPE(-} 
CPE(+) 

Hiperimmun Serumlar (SN50) 

OA1 OA2 OA3 · OA:; 

CPE(+) 
CPE(-). 
CPE(+) 
CPE(+) 
CPE(-1-) 

CPE(+) 
CPE(+) 
CPE(~) 

CPE(+) 
CPE(+) 

CPE(-) 
CPE(+) 
CPE(+) 
CPE(-) 
CPE(+) 

.CPE( +) 
CPE( -/-) 
CPE(+) 
CPE(+) 
CPE(-) 

Viruslar, 100DKİD50/0.1 ml., Hiperimmun serumlar, SN50 değerleri hesabıy­
la teste almmışlardır. 

CPE(--) : Nötralizasyon pozitif, CPE( +) : Nötralizasyon negatif 
İzolat : İzole edilen virus 

Tartışma ve Sonuç 

·Koyun adeiıcivirusları bugüne kadar yapılan çalışmalarla, klinik ola­
rak hastalık belirtisi gösteren ve göstermeyen koyunlarm gaita ve burun 
akmtı:larından izole edilebilmiŞtir (3, 4, 5, 9, 15, 16, 21, 22). 

Bu çalışmada klinik olarak sağlıklı koyunların gaita numunelerin­
den, MDBK ve primer kuzu böbrek doku kültürlerine yapılan ekimler 
sonunda, bir virus izole edi1miş ve idantifikasyon çalışmaları bulgularına 
göre, koyun adenavirus tip 3 (OA3) olarak adlandırılmıştır. 

Öztürk (19), OA5 ile yaptığı çalışmada, bu virus un sığır orijinli doku 
kültürlerinde (MDBK, primer ve sekonder dana testis, primer dani böb­
rek) üretHebildiğini bildirmiştir. Yapılan çalışmada OA3 ola~ak idantifi­
ye edilen virusun ilk İzolasyonu, sığır orijinli devamlı hücrelerden 
MDBK doku kültürlerinde ve primer kuzu böbrek doku kültürlerinde 
yapılmış, çeşitli doku kültürlerinde yapılan virus üretme denemebTinde, 
izole edilen virus koyun orijinli hücreler dışında, sığır orijinli hücreler­
de d~. tiretilmiştir. Bu güne kadar Öztürk'ün (19) OA5 ile yaptığı çalışma 
dışında, koyun adenoviruslarının sığır orijinli doku kültürlerinde üretil­
diğine dair bir literatüre rastlanamamıştır. 

Bauer ve ark. (3), McFerran ve ark. (15), koyunlardan izole ettikle­
ri adenovirusları 5 - Iodo - 2 - deo){yüridin ile muamele etmişler ve kuzu 
böbrek· hücrelerinde virus üremesinin önlendiğini biİdirmişlerdir. izole 
edilen virusun nükleik asit tipini belirlemek için yapılan çalışmada, vi­
rus .. 5 -Jödo- 2- deoxy'Y.ridin ile muamele edilerek. MDBK doku kültürle-
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rine ekilmiş, bu kültürlerde virusun üremeldiği gözlenmiş ve bu nedenle 
virusun nükleik asit tipi DNA olarak saptanmıştır. 

Adenovirusların ortak özelliklerinden biriside yağ eritidierinden e­
ter ve kloroforma dayanıklı olmalarıdır. Çeşitli araştırıcılar (3, 15, 16, 18) 
yaptıkları çalışmalarda, koyun adenoviruslarının eter ve kloroforma da­
yanıklı olduklarını bildirmişlerdir. Bu çalışmada da izole edilen virusun 
eter ve kloroforma karşı dayanıldı olduğu tesbit edilmiştir. 

McFerran ve ark. (16), koyunlardan izole ettikleri adenovirusların 
pH 3.0 değerinde stabil olduklarını, Müller (18) OA5 ile yaptığı çalışma­
da, virusun pH 3.0 değerinde logaritmanın 0.2 değeri kadar bir enfeksi­
yözite kaybı gösterdiğini, dolayısıyla asit ortama dayanıklı olduğunu bil­
dirmişlerdir. Bu çalışmada izole edilen virusun pH 3.0 ve 4.0 değerlerin­
de belirgin bir enfeksiyözite kaybına uğradığı saptanmıştır. 

Şimdiye kadar koyun adenoviruslarının tripsin enziminden etkilenip 
etkilenmediğine dair bir çalışmaya rastlanılmamıştır. Sığır ve at adeno­
virusları ile yapılan çalışmalarda, bu virusların tripsinden etkilenmedik­
leri bildirilmiştir (17, 23). Yapılan çalışmada koyunlardan izole edilen 
adenovirusun tripsine dayanıklı olduğu belirlenmiştir. 

Adenovirusların hemaglutinasyon özelliği üzerinde yapılan çalışma­
larda, bu virusların rat eritrositleriyle hemaglutinasyon verdikleri bildi­
rilmiştir (6, 7, ll, 13, 16, 17, 20). izole edilen virusla rat eritrositleri ara­
smda yapılan hemaglutinasyon denemesinde, virusun rat eritrositleriyle 
hemaglutinasyon verdiği saptanmıştır. 

Ayrıca izole edilen virusun hemadsorbsiyon özelliği ve plak karak­
terleri üzerinde yapılan çalışmada negatif sonuç alınmıştır. Adenavirus­
ların hemadsorbsiyon ve plak özellikleri üzerinde çalışmaya rastlanılma­
dığı için değerlendirme olanağı bulunamamıştır. 

McFerran ve ark. (16), koyunlardan izole ettikleri adenovirusların 
elektronmikroskopik ölçürolere göre, 90- 100 milimikran büyüklükte ol­
duklarını bildirmişlerdir. Elektronmikroskopta yapılan ölçümlerde izole 
edilen virusun büyüklüğü yaklaşık 100 milimikran olarak belirlenmiştir. 

Çeşitli araştırıcılar (1, 2, 3, 15) koyunlardan izole ettikleri a:denovi­
rusların tip ayrımlarında, çapraz nötralizasyon testlerinden yararlanmış­
lardır. Bu çalışmada, izole edilen virusun tip tayini çapraz nötralizasyon 
testleri ile yapılmış ve virus, koyun adenavirus tip 3 (OA3) olarak i'dan­
tifiye edilmiştir. 

Bauer ve ark. (3) koyunlarda ve laboratuvar hayvanlarında, Müller 
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(18) laboratuar hayvanlarında OA5 ile yaptıkları enfeksiyon denemele­
rinde, enfeksiyon meydana getirilemediğini belirtmişlerdir. İzole edilen 
virusla kobay, tavşan ve farelerde yapılan enfeksiyözite denemelerinde, 
klinik olarak bir enfeksiyon tablosuna rastlanmamıştır. Buna karşılık vi­
rus verildikten 14 gün sonra tavşanlarda SN50 =1/6.61, kabaylarda SN50= 
1/13.2 değerinde nötralizan antikorlarm varlığı tesbit edilmiştir. İzole e­
dilen virus üzerinde yapılan fiziksel, kimyasal, biyolojik ve morfolojik 
çalışmalar ve çapraz nötralizasyon testi sonuçları, bu virusun koyun a­
denovirus tip 3 (OAa) olduğunu ortaya koymaktadır. 

Türkiye'de koyunlardan izole edilen ilk OA3 olması nedeniyle ülke­
mizde bu virus ile daha geniş çalışmalar ve seraepidemiyolojik tarama­
lar yapılması gerekli görülmektedir. 
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