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ONSOZ

Adenoviruslar; insan adenoid dokusundan ilk kez 1953 yilinda izole edilmelerini
takiben, Veteriner Virolojistler tarafindan da arastirma konusu olarak se¢ilmis ve
memeli, kanatli, rodent ve reptiller olmak tizere bir¢ok farkli hayvan tiiriinde varlig

belirlenmis, ¢ogunlukla konakgr1 spesifik olarak tanimlanan viral ajanlardir.

Bu tez calismasinda, Ulkemizde 2015 ve 2016 yillarinda Tiirkiye Halk Saglig
Kurumu’na (THSK) gonderilen solunum yolu Orneklerinden tespit edilen
Adenoviruslar’in molekiiler karakterizasyonu yani sira, Viroloji Anabilim Dal1 virus
stoklarinda bulunan 3 adet si8ir ve 4 adet koyun orijinli Adenovirus’un hexon gen
bolgelerinin dizin analizlerinin karsilastirilmasina dayali veriler sunulmustur. Insan
Adenoviruslarinin genotiplerinin belirlenmesi, bu tiplerin cografik dagilimi, 6zellikle
agir hastalik tablosu olusturan genotiplerin varliginin arastirilmasi gerceklestirilmistir.
Filogenetik analizler; Adenovirus’larin varyasyonlara agik, genotip tayininde
kullanilan hexon gen bolgesi hedef alinarak yapilmis olup, se¢ilen bazi 6rneklerde bu
bdlgenin tam genom analizleri sonucunda giincel bilgiler elde edilmis, Ulkemiz orijinli

Adenovirus tipleri hakkinda literatiire katki saglayacak verilere ulasilmistur.

Tiirkiye’nin farkli illerinden sentinel ve nonsentinel surveyans kapsaminda
THSK’ya gonderilen ve adenovirus PCR pozitifligi tespit edilen 68 ornege ait
ekstraktlar, Saglik Bilimleri Universitesi (SBU) Ankara Numune Egitim ve Arastirma
Hastanesi Etik Kurulu izni (No: E-17-1348) ile temin edilmistir. Tez ¢alismasi, SBU
Ankara Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Tipta Uzmanlhk Egitim Kurulu’na

sunularak proje destegi alinmistir (Proje destek no: 2017-0024).

Doktora egitimim siiresince Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji

Anabilim Dali Laboratuvarlarin1 kullanma izni veren ve akademik olarak destek olan
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1. GIRIS

1.1. Genel Bilgiler

Adenoviruslar; 1953 yilinda insan adenoid dokusundan izole edilmis ve ilk
kaynagina atfen bu ismi almiglardir (Blasiole ve ark., 2004). Dogada yaygin olarak
bulunan bu viruslar, insan ve hayvanlarda enfeksiyonlara neden olabilirler. Tarihsel agidan
bakildiginda Adenoviruslar, DNA replikasyonu ve alternatif splicing gibi temel molekiiler
biyolojinin anlasilmasinda biiyiik rol oynamislardir. Yeni hayvan Adenoviruslarinin
tanimlanmasi, “Tek Tip-Tek Saglik” konseptinde insan ve hayvan sagligi yoniinden
onemli olmakla birlikte, Adenoviruslarin tedavide kullanilmasi agisindan da Gnemli
bilgiler saglamaktadir (Alonso ve ark., 2016). Giiniimiizde modifiye Adenovirus (AdV)
formlar1 kanser tedavilerinde ve as1 gelistirilmesi i¢in vektor olarak kullanilabilmektedir

(Majhen ve ark., 2014).

AdV’lar; epiteloid hiicrelerde akut litik enfeksiyon olusturabilirken, lenfoid
hiicrelerde latent olarak kalabilirler. Ayn1 zamanda hayvanlarda tiimor olusturabilmekte ve
hiicre kiiltiirlerinde transformasyona yol acabilmektedirler. Konak hiicre spektrumunun
genis olmasi, hazirlama ve saflastirilmasinin kolay olmasi gibi nedenlerle gen

tedavilerinde vektor olarak da kullanilmaktadirlar (Lundstrom ve ark., 2003).

Adenoviridae familyas1 altinda; Atadenovirus, Aviadenovirus, Ichtadenovirus,
Siadenovirus ve Mastadenovirus genuslar1 olmak tizere 5 grupta siniflandirilmaktadir. Bu
genuslar igerisinde farkli tiirleri enfekte eden ¢ok sayida AdV tipi bulunmaktadir.
Adenoviridae ailesinde yer alan ve tez calismasinda da arastirilan Insan AdV’lar1 (HAdV),
sigir AdV’lart (BAdV) ve koyun AdV’lart (OAdV) memelileri enfekte eden
Mastadenovirus genusu igerisinde yer almaktadir (Cizelge 1.1) (Banik ve ark., 2005; King
ve ark., 2011).



Cizelge 1.1. Uluslaras1 Virus Taksonomi Komitesi (ICTV)’ nin, Temmuz 2018 toplantisi ile sekillenen
genel AdV taksonomisi (ICTV 9th Report, 2011/Updated in 2018, Washington, Erigim Tarihi: 5 Mayis
2019).

Aile: Adenoviridae

+ Genus: Atadenovirus
+ Genus: Aviadenovirus
+ Genus: Ichtadenovirus
+ Genus: Siadenovirus
- Genus: Mastadenovirus
Tiir: Bovine Mastadenovirus A

Tiir: Bovine Mastadenovirus B

Tiir: Bovine Mastadenovirus C

Tiir: Ovine Mastadenovirus A

Tiir: Ovine Mastadenovirus B

Tiir: Human Mastadenovirus A

Tiir: Human Mastadenovirus B

Tiir: Human Mastadenovirus C

Tiir: Human Mastadenovirus D

Tiir: Human Mastadenovirus E

Tiir: Human Mastadenovirus F

Tiir: Human Mastadenovirus G




Notralizasyon testleri ve molekiiler yontemlerle alt gruplarin ayrimi yapilabilir olup,
insan, sigir ve koyun AdV’larinin ¢ok sayida genotipi tanimlanmistir (Cizelge 1.2)

(Chen ve ark., 2016; Gu ve ark., 2017; Zhang W., 2019).

Cizelge 1.2. Mastadenovirus alt gruplan ve genotiplerinin dagilimi

BadV A 1

BadV B 3

BadV C 10

OadV A 2,3,4,5

OadV B 1

HadV A 12, 18, 31

HadV B 3,7, 11, 14, 16, 21, 34, 35, 50, 55

HadV C 1,2,5,6,57

HadV D 8,9,10,13,15,17,19, 20, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 32, 33, 36, 37, 38, 39, 42, 43,
44,45, 46, 47, 48, 49, 51, 53, 54

HadV E 4

HadV F 40, 41

HadV G 52

Bovine AdV’lara ait 10 serotip tanimlanmis olup bunlar; Mastadenovirus ve
Atadenovirus olarak iki cins altinda bulunmaktadir. Mastadenovirus genusunda BAdV
1, 2, 3, 9 ve 10 serotipleri yer alirken, Atadenovirus genusunda BAdV 4, 5, 6, 7 ve 8
serotipleri bulunmaktadir (Fulton RW, 2009).

Ovine AdV ilk kez 1969 yilinda koyunlardan izole edilmistir (McFerran JB ve
ark., 1969; Martin WB, 1983). Mastadenovirus genusunda Ovine mastadenovirus A ve

B olmak {izere 2 grup yer almaktadir. Ovine mastadenovirus A grubu igerisinde Ovine
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adenovirus 2-5 (OAdV 2-5), Ovine mastadenovirus B grubu igerisinde de OAdV-1 ve
kecilerden izole edilen Adenovirus 2 (GAdV2) bulunmaktadir (Chen ve ark., 2016;
Vidovszky ve ark., 2019). AdV’lar, bircok sistemi enfekte ederek, cesitli klinik
tablolara yol agabilmektedir. Ust ve alt solunum yolu enfeksiyonlar1 (krup, bronsiyolit,
bronsit, pndmoni vs), konjunktivit, gastroenterit, sistit ve daha nadiren de norolojik
hastalik tablosuna neden olabilmektedir (Mandel ve ark., 2009). Sigirlarda
enfeksiyona yol acan Bovine AdV (BAdV) tipleri solunum, sindirim ve okiiler sistem
enfeksiyonlarina yol acabilmektedir. BAdV 1 solunum sistemi enfeksiyonlaria ve
keratokonjunktivite yol acarken, BAdV 3, 4, 7 ve 10 enterik hastalik ile iliskilidir (Uzal
ve ark., 2016). Koyun ve kecilerde enfeksiyona yol acan OAdV siklikla solunum
sistemi enfeksiyonlarina yol acarken, nadiren intestinal sistem enfeksiyonlarina da yol

acabilmektedir (Belak ve ark., 1980).

Virusun giris yeri siklikla primer hastalik bolgesini belirlemektedir. Farkli AdV
gruplarinda doku tropizmi degismektedir. Ornegin; insanlar1 enfekte eden AdV grup
C, E ve baz1 B alt tipleri tipik olarak solunum sistemine tropizm gosterirken, grup A
ve F gastrointestinal sisteme, grup D okiiler ve gastrointestinal sisteme tropizm
gosterir. Viral tropizmi belirleyen hiicre ylizeyindeki yiiksek affiniteli reseptorlerdir.
AdV’larim ¢ogu (grup A, C, E ve F) icin primer hiicresel reseptor epitelyal hiicre
bileseni olan Coxsackie- Adenovirus reseptorii (CAR), periferal ve santral sinir
sistemi, akciger, karaciger, kalp, pankreas, bagirsak, prostat ve testis gibi farkli

dokularda bulunur (Mandel ve ark., 2009).

AdV enfeksiyonlar1 yi1l boyunca endemik olup, her yas grubunda
goriilebilmektedir. AdV’lar, ilkbahar ve kig aylarinda 6zellikle kalabalik ortamlarda
(okul, kisla vb) solunum yolu enfeksiyonu salginlarina, yaz aylarinda yilizme
havuzuyla iligkili olarak faringokonjunktival ates salginlarina ve oftalmolojik islemler
ile iligkili olarak kerato-konjunktivite neden olabilmektedir (Saitoh-Inagawa ve ark.,
2001; Ishiko ve ark., 2008). AdV’lar, siklikla hafif seyirli hastaliga yol agmakla
birlikte, fatal seyirli enfeksiyonlar da olusturabilmektedir (Carr ve ark., 2011). Erken

cocukluk doneminde, yashlarda, altta yatan kardiyopulmoner hastalig1 veya immun
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yetmezligi olanlarda daha agir hastalik olusturabilmektedir (Ison ve ark., 2006; Lee ve
ark., 2010 ve Scott ve ark., 2016). Semptomatik solunum sistemi enfeksiyonlarina yol
acan AdV tipleri arasinda alt grup B (tip 3, 7, 14 ve 21), alt grup C (tip 1, 2 ve 5) ve
alt grup E (tip 4) yer almaktadir (Heim ve ark., 2003; Scott ve ark., 2016).

Insan calismalarinda AdV’nin onkojenik rolii net degildir. Ayrica; Adv tip 5 ve
36’nin obezite etiyolojisinde rol aldig1 bildirilmektedir (Atkinson ve ark., 2005). Tim
bu nedenlerle AdV’un sikligi, serotip dagilimi, yas, cinsiyet gibi Ozelliklerle

korelasyonu 6nem arz etmektedir.

1.2. Amac¢ ve Kapsam

AdV' lar ile ilgili insan enfeksiyonlar1 dikkate alindiginda, belirli tipleri daha
ciddi klinik tablo ile iligkilendirilmistir. Ciddi klinik seyir ile iliskili tipler; AdV tip 5,
7, 14 ve 21 olarak tanimlanmustir. Ayrica endemik ve epidemik hastaliga yol agan farkl
tipler bildirilmistir. Tip 1, 2, 5 ve 6 genellikle endemik hastalikla iliskili iken; tip 3, 4,
7 ve 21 epidemilere yol agmaktadir (Mandell ve ark., 2009). Toplum ve hastane
kaynakli salgmlar ile iliskili spesifik tipler bulunmaktadir. Ozellikle toplu yasam
kosullarinda, askeri birliklerde, yeni dogan iinitelerinde salgin seklinde solunum yolu
enfeksiyonlarina neden olabilmektedir. Farkli ilkelerde ve hatta ayni iilkenin degisik
bolgelerinde alt tip dagilimi farklilik arz etmektedir (Chen ve ark., 2016). Son yillarda
ciddi hastalik tablosuna yol acan AdV B7 tipi Asya'da yeniden ortaya c¢ikan
enfeksiyonlar (reemerging) arasinda bildirilmektedir. 2011 yilinda, Tayvan'da AdV tip
7'ye baglh toplum kaynakli salgin ulusal surveyans sistemi sayesinde tespit
edilebilmistir (Tsou ve ark., 2012). Yakin zamanlarda Amerika'da AdV B7 tipine bagh
solunum yolu enfeksiyonu bildirimi mevcut degilken, 2013-2014 arasinda 64 hastada
AdV B 7'ye bagli ciddi solunum yolu enfeksiyonu gelistigi bildirilmistir (Scott ve ark.,
2016). Bu anlamda 6zellikle iilkede ciddi seyirli AdV tiplerinin sirkulasyonunun olup

olmadiginin belirlenmesi 6nem arz etmektedir.



Ulkemizde bugiine kadar insanlarda AdV B7'ye bagl solunum yolu enfeksiyonu
bildirimine dair literatiir verisi bulunmamaktadir. Amerika Hastalik Kontrol ve
Onleme Merkezi (CDC), 2014 yilinda insan AdV tipleri ile ilgili bilgileri toplamak,
stk goriilen alt tipleri belirlemek ve salgin arastirmalarina rehberlik edebilmek
amaciyla Ulusal Adenovirus tipi bildirim sistemi bashigi altinda goniilliiliik esasina
dayali pasif surveyans sistemi baslatmistir. Bu surveyans sisteminin temel amaci;
dolasan AdV tiplerinin daha iyi tanimlanmasi ve Amerika’da goriilebilecek salginlarin

tespitini saglamaktir (Scott ve ark., 2016).

Ulkemizde solunum yolu enfeksiyonlarma yol agan etkenler arasinda AdV
siklig1, pozitif Orneklerin molekiiler karakterizasyonu, genotiplendirilmesi ve
filogenetik analizi ile ilgili kisith sayida literatiir bilgisi mevcuttur (Sener ve ark.,

2009; Cigek ve ark, 2012).

Bu tez calismasi ile Ulkemizde insanlarda solunum yolu enfeksiyonuna yol agan
AdV’larin molekiiler karakterizasyonu, genotip dagilimi ve filogenetik analizi
amaclanmistir. Ayrica farkh tiirler olarak sigir ve koyun orijinli AdV’larin hexon gen
bolgelerinin molekiiler karakterizasyonu ve filogenetik analizleri gercgeklestirilmis
olup, ¢alisma sonucunda; giincel bilgilere ulasilmis ve literatiire katki saglayacak

veriler elde edilmistir.



1.3. Adenoviruslarin Genel Ozellikleri

1.3.1. Yapis1

AdV’lar; 70-90 nm capinda, ¢ift zincirli lineer DNA igeren, zarfsiz viruslardir.
Ikozahedral simetriye sahip kapsid yapisi, antijenik olarak farkli, virusun
simiflandirmasinda 6nem arz eden, 252 kapsomerden olusur (Russell, 2010). Major kapsid
proteinleri arasinda; yiizeyde yer alan 240 adet hexon (protein II), koselerde yer alan 12
adet penton (protein III) ve bunlardan ¢ikan fiber uzantilar1 (protein 4) yer almaktadir.
Fiber yapis1 virusun hiicrelere baglanmasini saglar, ayrica hemaglutinasyondan sorumlu
olup serotipe 6zgiidiir. Hexon ve penton antijenik yap1 olarak farklidir. Hexon proteininin
boyutu serotipe gore farklilik gdsterir. Penton bazi ise tiim AdV’larda ortak yapiyi
olusturur ve hiicre kiiltiirlinde virusun sitopatik etkisinden sorumludur. Protein Illa, IV,
VIII ve IX ise mindr kapsid proteinleri arasinda yer alir ve kapsid yapisini sabitlerler.
Ayrica kapsid igerisinde DNA’nin paketlenmesini saglayan V, VII, Mu ve terminal protein

(TP) bulunmaktadir (Sekil 1.1) (Vellinga ve ark., 2005; Saha ve ark., 2014).

Sekil 1.1. AdV kapsid yapisi, Vellinga ve ark. 2005 yayinindan uyarlanmistir (Vellinga ve ark., 2005).

a) Tiim kapsid proteinlerinin kapsid igerisindeki yeri

b) D1s kapsidde yer alan major ve mindr kapsid proteinlerini gosteren ikozahedral virionun ti¢ boyutlu
gosterimi

[ Hexon proteini [J] Penton baz [l Fiber uzantilart [l Protein 3a  [] Protein 9



1.3.2. Adenovirus Replikasyonu

AdV enfeksiyon dongiisii; virusun hiicre ylizey reseptoriine baglanmasinin ardindan
reseptor aracili endositoz ile hiicre igine girmesi, erken genlerin transkripsiyon
/translasyona ugramasi asamalarini i¢eren erken faz ve gec¢ genlerin sentezlenmesi ile
virusun paketlenmesinden olusan gec fazdan olusur. Erken faz 6-8 saat kadar siire alirken,
gec faz 4-6 saatte tamamlanir (Russell, 2000). AdV replikasyon dongiisti Sekil 1.2.°de
ozetlenmektedir (Vorburger ve ark., 2002).

BAGLANMA

Viriis partikiillerinin
olusturulmasy

Yical __ZZ cekirdek

Sekil 1.2. AdV’un hiicre i¢ine girisi ve replikasyon siklusu (Vorburger ve ark., 2002).

AdV- B grubu disindaki diger gruplarda, virusun hiicre ylizeyine baglanmasi fiber
cikintilar1 ile (Coxsackie/Adenovirus Reseptorii) CAR arasindaki etkilesim sonucu
gerceklesir. B grubu AdV’lar ise heparan siilfat, CD46, CD80/86 ve siyalik asit gibi hiicre
ylizey molekiillerini kullanirlar (Lenaerts ve ark., 2008). Viral proteazlar araciligiyla
kapsid yapis1 kismen bozulan virus, niikleer membrani gecerek niikleusa ulasir (Russell,
2000). Viral DNA’ nin niikleusa ge¢cmesi sonrasinda erken (E) ve ge¢ (L) mRNA’lar
sentezlenir. E1 bolgesi AdV replikasyonunun diizenlenmesi ve baslamasi agisindan

olduk¢a 6nemlidir.

Genom replikasyonunun gerceklesmesinde 6nemli olan DNA polimeraz enzimi ise
E2 bolgesi tarafindan kodlanir. Yine E3 ve E4 bolgeleri de replikasyonun farkli

asamalarinda rol alirlar. Replikasyon sonrasinda ge¢ gen transkripsiyonu gerceklesir.
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Sitoplazmada viral mRNA’lar tarafindan sentezlenen yapisal proteinler niikleusa taginir ve
tam virus partikiilii olusur. Enfekte hiicrelerde sentezlenen viral partikiiller, adenovirus E3-
11.6 K proteininin neden oldugu lizis ile serbest hale geger (Doganay ve ark., 2008).
Enfekte hiicre nukleusunda replike olan AdV’lar tanisal 6nemi olan niikleer bazofilik

inkliizyon cisimcikleri olustururlar.

1.3.3 Adenovirus Patogenezi

Notralizasyon testleri ve molekiiler yontemlerle 60’ in {izerinde insan AdV serotipi
tamimlanmistir (Kolavic-Gray ve ark., 2002). Hemaglutinasyon paternleri, filogenetik
analiz ve genom yapisina gore serotipler A - G aras1 7 grupta siiflandirilmaktadir. Belirli
serotipler baglandiklar1 reseptdrler ve hiicre tropizmlerindeki farkliliklar nedeniyle farkli
klinik bulgulara yol agmaktadir. HAdV serotipleri ve siklikla iliskili olduklar1 sendromlar
Cizelge 1.3’te Ozetlenmektedir (Flomenberg ve ark., 2018). Bovine ve Ovine AdV
suslariin solunum sistemi ve gastrointestinal kanal enfeksiyonlarina yol actig1 bilinmekle
birlikte, hangi tipin hangi sistemde daha sik enfeksiyona yol agtigina dair detayl1 literatiir
verisi kisithdir. Bu tez kapsaminda referenz suslar kullanildigindan, klinik bulgu ve

hayvansal orijinli AdV suslarinin iligkilendirilmesi hedeflenmemistir.

Cizelge 1.3. insanlardaki Adenovirus serotipleri ve iliskili olduklar1 klinik sendromlar

Tiir Serotip Klinik sendrom
A 31 Infantil gastroenterit
3,7,21 Ust solunum yolu enfeksiyonu, pnémoni, faringokonjunktival ates
B 11, 34, 35 Hemorajik sistit, interstisyel nefrit
14 Pnémoni
C 1,2,5 Ust solunum yolu enfeksiyonu, pnomoni, hepatit
D 8,9,17 Epidemik keratokonjunktivit
E 4 Ust solunum yolu enfeksiyonu, pnémoni
F 40, 41 Infantil gastroenterit




Adenoviruslara karsi gelisen immun yamt; AdV’lar immunojenik ajanlar olup,
giiclii dogal ve adaptif immun yanita neden olurlar. Enfeksiyon sonrasi iyilesmede, ana
kapsid proteinin hexon bolgesine karsi gelisen serotip spesifik notralizan antikorlarin
gelisimi ile iligkilidir. Notralize edici antikorlar, ayni serotiple tekrar enfeksiyon
gelismesini Onlerken, diger serotiplere karst korumaz. AdV’larda, birgok viral
enfeksiyonda oldugu gibi, konak savunma mekanizmasi hiicre aracili bagisiklik ile
saglanir. Oliimciil seyredebilen ciddi AdV enfeksiyonlar siklikla immun yetmezlik ile
iliskili olup, 6zellikle hiicresel immun yetmezligi olan hastalarda goriiliir (Flomenberg

ve ark., 2018).

AdV-spesifik bellek CD4+ T hiicreleri cogu saglikli eriskinde goriilebilir ve
farkli serotiplere kars1 capraz reaktivite gosterebilir (Flomenberg ve ark., 1995). Akut
enfeksiyon sonrasi digkida virus sagilimi immunkompetan hastalarda haftalarca,
immunsupresif hastalarda ise aylarca devam edebilmektedir (Fox ve ark., 1977).
Literatiirde enfekte solid organin nakli sonrasi alicida enfeksiyon gelisen olgu
bildirimleri mevcuttur (Myerowitz ve ark., 1975). Hematopoetik kok hiicre nakil
alicilarinda endojen enfeksiyonun reaktivasyonu sonrasi da gelisebilir (Veltrop-Duits
ve ark., 2011). AdV rezervuarlar1 ve persiste enfeksiyon mekanizmasi tam olarak
bilinmemektedir. Tonsillerden alinan kiiltiirlerde Adenovirus uzun siire
saptanabilmektedir (Garnett ve ark., 2002). Adenoviruslar bazi hiicrelerde lizise yol
acmadan uzun siire persistan kalabilmektedir. Tonsiller ve intestinal lenfositlerin

onemli viral rezervuarlar oldugu diisiiniilmektedir (Flomenberg ve ark., 2018).

Bovine AdV’lar da benzer sekilde asemptomatik 1liml1 veya ciddi enfeksiyonlara
yol acabilmekte olup; hastaligin ciddiyetinin enfeksiyona yol acan serotip ve bireyin

immun sistemi ile iliskili oldugu bildirilmektedir (Caswell, 2016).

Ovine AdV’lara karsi olusan bagisik yanit hakkinda smurli  bilgiler
bulunmaktadir. Genellikle sekonder bakteriyel enfeksiyonlarin tabloya eslik etmesi,

AdV kosullu enfeksiyon tanisini baskilamaktadir. Yapilan caligmalar hastalik
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nedeniyle olusan immun yanitin siiresi ve koruyuculugundan daha c¢ok seroprevalans

caligmalar1 seklindedir (Lehmkuhl ve ark., 1985; Lehmkuhl ve ark., 1993).

1.3.4. Adenovirus Epidemiyolojisi

AdV enfeksiyonlar1 her yas grubunda, kis ve bahar aylarinda daha sik olmak {izere
tiim yi1l boyunca goriilebilir (Saitoh-Inagawa ve ark., 2001). Infantlarda ve kiigiik
cocuklarda goriilen atesli hastaliklarin %5-10’una adenoviruslar neden olmaktadir (Fox
ve ark., 1977). 10 yas itibariyle ¢ogu bireyde bir veya daha fazla AdV tipi ile gegirilmis
enfeksiyona dair serolojik kanit bulunmaktadir. AdV enfeksiyonlar1 giindiiz bakim
merkezlerinde ve kiigiik cocuklarin ev temaslarinda sik goriilmektedir. Nozokomiyal bulag
ta bildirilmistir. Tiim diinyada 6zellikle kalabalik ortamlarda epidemik Adv enfeksiyonlari
goriilebilmektedir. Ozellikle yaz kamplarinda yiizme havuzu iliskili epidemik faringo-
konjunktival ates, tip merkezlerinde goriilebilen kerato-konjunktivitler ve askeri
birliklerde goriilebilen ciddi akut solunum yolu enfeksiyonlar1 ortaya g¢ikabilmektedir
(Kolavic-Gray ve ark., 2002). Bulas aerosol damlaciklari, fekal-oral yol, uygun olmayan
sekilde sterilize edilmis tibbi cihazlar araciligiyla ve kontamine partikiillerin oto
inokiilasyonu yolu ile olabilmektedir (Ampuero ve ark., 2012). Cevresel ylizeylerde uzun
stire canli kalabilirler ve zarfsiz viruslar olmalar1 nedeniyle lipid dezenfektanlara
direnclidirler. Is1, formaldehid ve sodyum hipoklorit ile inaktive olabilirler (Flomenberg

ve ark., 2018).

AdV’lar solunum yollari, genitoiiriner ve gastrointestinal sistem mukozal epitelyal
hiicrelerine ve konjonktivaya tropizm gostermektedir (Ampuero ve ark., 2012). AdV
enfeksiyonu olan hastalarin biiylik ¢cogunluguna tanisal test uygulanmadigindan farkl
serotiplerin prevalanst tam olarak bilinmemektedir. Her bir grup igerisindeki farkl
serotipler DNA diizeyinde yakin iliskili olup benzer biyolojik 6zelliklere sahiptir. Ornek
olarak C grubunda yer alan 1, 2 ve 5 serotipleri {ist solunum yolu enfeksiyonuna yol

acarken F grubunda bulunan 40 ve 41 infantil gastroenterite yol agmaktadir. AdV’lar
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genellikle endemik enfeksiyonlara (AdV tip 1, 2, 5 ve 6 yol acarken, toplu yasam
alanlarinda epidemilere neden olan serotipler de (AdV tip 4, 7, 14 ve 21) tanimlanmistir

(Nava, 2015).

1.3.5. Adenovirus Enfeksiyonlari

AdV’lar farkli konakg¢i tiplerinde g¢esitli klinik semptomlara ve hastalik
bulgularina yol agabilmektedir (Malmberg ve ark., 2017). Insan AdV’lar1 disinda diger
memelilerde enfeksiyona yol agan AdV’larda da hepatit te goriilebilmektedir (Cabasso
ve ark., 1954). Bovidae ve Ovidae ailesinde yer alan AdV’lar ¢esitli gastrointestinal ve
solunum sistemi enfeksiyonlarina neden olabilmektedir (Belak ve ark., 1974;
Malmberg ve ark., 2017). AdV enfeksiyonlarinda klinik bulgular; viral serotip
ozelliklerine, konagin yast ve bagisiklik durumuna bagh olarak farklilik

gostermektedir.

Insanlarda serotip 5, 7, 14 ve 21 ciddi hastalik tablosuna yol acabilmektedir
(Gray ve ark., 2007). AdV’lar goz, solunum sistemi, gastrointestinal ve genitoiiriner
sistem gibi birgok sistemi etkileyebilmektedir. Saglikli bireylerde genellikle
asemptomatik veya hafif bir klinik ile seyrederken, immunsupressif hastaligi olanlarda

ciddi enfeksiyonlara yol agabilmektedir (Buckwalter ve ark., 2012).

AdV’lar; litik, latent ve onkojenik enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Litik
enfeksiyonda; viral replikasyon epitelyal hiicrelerde olur. Virusun lenfoid dokularda
latent kalmas1 sonucu latent enfeksiyon gelisir ve bagisiklik sisteminin baskilanmasi
durumunda reaktivasyon ile hastalik tablosu gelisir. Onkojenik transformasyon ise
viral DNA’nin hiicre DNA’sia entegrasyonu sonrasi gergeklesir. Bu durum hiicre
tarafindan sentezlenen proteinlerin AdV’a ait olmasi ile tamimlanir (Irving ve ark.,

2004).

Solunum yolu enfeksiyonlari; AdV’lar atesli solunum yolu hastalif1 olan kiiciik

cocuklarda en sik izole edilen viruslardir. Hastalik bulgular1 2 haftaya kadar
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uzayabilmekle birlikte siklikla 5-7 giin siirer. Bakteriyel siiperenfeksiyonlar gelisebilir.
Farenjit, konjunktivit, otitis media, tonsillit, bronsit, pndmoni gibi klinik hastalik
tablosuna neden olabilmektedir. Ates, bas agrisi, halsizlik, kas agris1 ve karin agris1 sik
goriilen sistemik bulgular arasindadir (Dominguez ve ark., 2005). Eksudatif tonsillit
ve servikal lenfadenopatinin eslik ettigi durumlarda grup A beta hemolitik streptokok
enfeksiyonlari ile karistirilabilir. Pnémoniye yol acan AdV serotipleri arasinda tip1, 2,
3,4,5,7,14, 21 ve 35 bulunmaktadir (Tabain ve ark., 2012). Grup B de bulunan serotip
3,7, 14 ve 21 ciddi pnomoniye neden olmaktadir. 2014 yilinda Oregon’da 198 kisiyi
etkileyen, bunlarin %69’unda hastane yatigin1 gerektiren ve 5 kisinin 6liimiine neden
olan, AdV serotip 7 iliskili toplum kaynakli ciddi solunum yolu hastalig1 salgim
bildirilmistir (Scott ve ark., 2016). AdV enfeksiyonlar1 genellikle <2 yasta pnomoni
ile iliskilidir (Jain ve ark., 2015). Viral molekiiler tan1 yontemlerinin gelistirilmesi ve
daha sik kullanilmaya baglanmasi ile birlikte Adenoviral pnomonilerin ayirici tanisi
yapilabilmekte, bu da kii¢iik ¢ocuklarda ve ozellikle bagisiklik sistemi baskilanmis

hastalarda hasta yonetimine katki saglamaktadir.

Geng eriskinlerde oOzellikle kalabalik ortamlarda yasayanlarda ve askeri
birliklerde ates, ses kisikligi, konjunktivitis, oksiiriik ile karakterize akut solunum yolu
hastaligina ve ayrica nadiren Oliime yol agabilen pndmonitis tablosuna neden
olabilmektedir (Control and Prevention, 2007). Grup E’de yer alan tip 4 ve B grubunda
bulunan tip 3, 7, 11, 14 ve 21 ile iliskili akut solunum yolu hastaligi salginlari

bildirilmistir (Kajon ve ark., 2018).

Goz Enfeksiyonlari; ates, farenjit, servikal adenit ve konjunktivit ile karakterize
faringokonjunktival ates tablosuna neden olabilmektedir. Ozellikle yaz kamplarinda
ylizme havuzu iligkili salginlar bildirilmisticr (Foy ve ark., 1968). B grubu

adenoviruslardan en sik serotip 3 ve 7 bu tabloya yol agmaktadir.

D grubunda yer alan serotip 8, 19 ve 37 ise ¢cok daha ciddi bir klinik tablo olan
epidemik keratokonjunktivite neden olmaktadir. Virus cansiz yiizeylerde 35 giine
kadar canliligini siirdiirebilmektedir (Azar ve ark., 1996). Kontamine medikal
malzemeler, eller ve goz yasi temast ile is yerlerinde ve hastanelerde kisiler arasinda

bulas goriilebilir (King ve ark., 2013).

13



Gastrointestinal Sistem Enfeksiyonlari; kiiciik cocuklarda akut ishal ile seyreden
hastaliklarin %5-10"undan adenovirus grup F de yer alan serotip 40 ve 41 sorumludur.
Genellikle sulu ve kansiz ishale neden olur. Mikroskopik incelemede l6kosit goriilmez.
Hafif ates yiiksekligi, kusma ve karin agrisi goriilebilir. 8-12 giin siiren uzamis ishale
neden olur (Flomenberg ve ark., 2018). Primer enfeksiyon sonrasi aylarca diskida

adenovirus sagilimi1 devam edebilmektedir.

Genito-Uriner Sistem Enfeksiyonlari; B grubunda yer alan AdV serotip 11 ve 21
cocuklarda akut hemorajik sistit tablosuna neden olmaktadir (Mufson ve ark., 1976).
Genellikle kendini smirlayan bir klinik tabloya neden olmaktadir. Immun yetmezligi
olan hastalarda B grubunda bulunan AdV tip 11, 34 ve 35 hemorajik sistit ve tubulo
interstisyel nefrite yol agabilmektedir (Ito ve ark., 1991).

Diger Enfeksiyonlar; Adenoviral enfeksiyonlar ile iliskili primer enfeksiyon olarak
veya ciddi pnomoniye sekonder gelisen 6zellikle grup B serotip 7 ile iliskili nadir de

olsa menenjit ve ensefalit bildirilmektedir (Frange, 2011).

Yine immun yetmezligi olan ve olmayan ¢ocuklar ile kok hiicre veya solid organ nakil
alicis1 erigkinlerde AdV iliskili dissemine enfeksiyonlar bildirilmistir (Munoz ve ark.,
1998). Viral miyozit ve miyokardit de bildirilmistir (Martin ve ark., 1994). AdV grup
D’de bulunan serotip 36 ile enfekte hayvanlarda viicut agirliginin arttig1 bildirilmistir
(Ponterio ve ark., 2015). Baz1 insan ¢alismalarinda AdV serotip 36 antikoru varligi ile

obesite arasinda iliski bulunmustur (Xu ve ark., 2015).

Bovine Adenovirus (BAdV) Enfeksiyonlar: sigir solunum ve sindirim sisteminde
subklinik enfeksiyon veya hastalik tablosuna yol acabilmektedir (Fulton RW, 2009).
BAdV-1 kerato-konjunktivit ve solunum yolu enfeksiyonuna neden olabilmektedir.
Hatta enfeksiyon bulgusu olmayan sigirlardan birgok sus izole edilebilmektedir (Uzal
ve ark., 2016). BAdV hemorajik kolit etkeni olarak bilinmektedir. Solunum yolu
enfeksiyonlarindaki rolleri tartismalidir. Epitelotropik BAdV nadiren bakteriyel

pnomonisi olan sigirlarda izole edilebilmekte, siliyer epitel hasarina ve bazi tiirlerinde
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alveolar makrofaj hasarina yol acarak bakteriyel pndmoniye zemin hazirlayabilecegi
diistiniilmektedir (Caswell ve ark., 2016). Deneysel olarak BAdV ile enfekte edilen
sigirlarda 1limli solunum yolu hastalii gelismekte olup, hastalik ciddiyetinin BAdV
susuna ve sigirin immunitesine bagl degistigi bildirilmektedir (Caswell ve ark., 2016).
BAGdV serotip 3, 4, 7 ve 10 enterik hastalik ile iligkilidir. Baslangigta goriilen viremik
faz sonrasinda virus c¢esitli organlarin damar endotel hiicrelerine lokalize olarak,
tromboz ve fokal iskemik nekroza yol acabilmektedir (Uzal ve ark., 2016). Enterik
enfeksiyonlar 1-8 haftalik sigirlarda sporadik olarak gortilebilir. Etkilenen hayvanlarda

ates yiiksekligi ve kanli ishal goriilebilir. Bazi hayvanlarda dizanteriye bagli 6liim

gozlenebilir (Uzal ve ark., 2016).

Ovine Adenovirus (OAdV) Enfeksiyonlar1 koyunlarda gelisen OAdV enfeksiyonlar
hakkinda ¢ok az veri mevcuttur. AdV’ lar saglikli koyunlardan ve solunum bulgular1
olan kuzulardan izole edilebilmektedir (Bauer ve ark., 1975; Sharp, 1977). OAdV
siklikla solunum sistemi enfeksiyonlarina, nadiren de enterit gibi intestinal sistem
enfeksiyonlarina da yol acabilmektedir (Belak ve ark., 1980). Dogal enfeksiyon seyri
tam bilinmemekle birlikte, deneysel enfeksiyonlarda da viral replikasyona ragmen
belirgin bir klinik hastalik tablosu gelismedigi bildirilmistir. Deneysel enfeksiyonlar
sonrasi nazal stiriintiilerde1-8 giin, rektal siiriintiilerde 3-9 giin sac¢ilimin devam ettigi

gozlenmistir (Sharp ve ark., 1976; Martin, 1983)

1.4. Adenoviruslarin Tanis1

AdV enfeksiyonlarinin farkli sistemleri etkilemesi ve nonspesifik klinik
bulgulara yol agmasi nedeniyle klinik tam1 konulmasi zordur. Adenoviral
enfeksiyonlarin tanisinin  konulmasi; tedavi edilebilir diger enfeksiyonlarin
dislanmasi, prognozun Ongoriilmesi, ciddi klinik bulgular varliginda taninin
dogrulanmasi, salgin durumunda enfeksiyon etkeninin ortaya konmasi ve uygun
kontrol 6nlemlerinin alinmasi i¢in gereklidir. Tanida; viral kiiltiir/izolasyon, elektron
mikroskopisi (EM), antijen testleri, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve serolojik

tan1 testleri kullanilabilmektedir (Mandell ve ark., 2009; Allard ve ark., 2011).
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1.4.1.Virus izolasyonu

Tanida altin standart olup, insan serviks karsinomu (HeLa), insan larinks
epidermoit karsinomu (HEp-2) ve primer insan embriyonik bobrek (HEK) hiicreleri
gibi insan epitelyal hiicre dizilerinde ortalama 2 -7 giinde (bazi tiplerde 28 giinde)
sitopatik etki (CPE) olustururlar (Kowalski ve ark., 1989). Ornekler semptomlarin
ortaya ¢ikmasindan sonra erken donemde uygun enfeksiyon bolgesinden alinmali ve

soguk zincir kurallaria dikkat edilerek (2-8°C) laboratuvara ulastiriimalidir.
1.4.2. Elektron Mikroskopi

Klinik &rnekte yeterli miktarda (10%-10° /ml) AdV partikiilii varliginda viral
partikiillerin veya c¢ekirdekte olusturduklar1 karakteristik yapilarin tespiti ile tani
konulabilir. Klinik 06rnegin santrifiije edilmesi ile konsantrasyonun artirilmasi
duyarhiligr artirabilmektedir (Nalga, 2012). Elektron mikroskopi ile tan1 hizh
konulabilmekte ancak pahali olmasi ve deneyim gerektirmesi klinik pratikte

kullanimini kisitlamaktadir.

Sekil 1.3. Adenovirusun elektron mikroskop goriintiisii (Schnell ve ark., 2001).
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1.4.3. Antijen Saptama

Solunum ve gastrointestinal sistem enfeksiyonlarinin tanisinda; genellikle hexon
proteininin korunmus bolgelerine karsi gelistirilen monoklonal antikorlar kullanilarak
antijen saptama testleri uygulanabilmektedir. Immunfloresan (IF) veya enzim
immunoassay (EIA) temelli, duyarli ve hizli sonu¢ alinabilen ticari testler
bulunmaktadir. Ozellikle solunum sistemi o6rneklerinde tercih edilebilen direkt
floresan antikor (DFA) testleri %40-60 duyarlilifa ve %99 6zgiilliige sahip ve ucuz
testlerdir ancak deneyim gerektirmesi testin kullanimin1 sinirlamaktadir (Munoz ve
ark., 2018). EIA veya lateks agliitinasyon testleri ise hiicre kiiltlirlerinde iiretilemeyen
ve gastroenterite neden olan AdV tip 40 ve 41’in tamisinda kullanilabilmektedir

(Terletskaia-Ladwig ve ark., 2007).

1.4.4. Niikleik Asit Saptama Testleri

Klinik 6rneklerde AdV DNA’s1 amplifikasyon yontemleri (PCR, ligaz zincir
reaksiyonu), hibridizasyon ydntemleri (southern blot, dotblot vb.), dizi inceleme
yontemleri (sekans analizi, restriksiyon enzim analizi (REA)) gibi farkli molekiiler
testler ile tespit edilebilmektedir. Ozellikle immiin sistemi baskilanmus bireylerde ciddi
enfeksiyonlara yol agmasi ve goz enfeksiyonlarinda yiiksek bulastiricili§i olmasi
nedeniyle (salginlarin 6nlenmesi bakimindan hizli tan1 konmasi ile enfeksiyon kontrol
Onlemlerinin hizla alinmasi bakimindan) duyarli ve hizli sonu¢ veren PCR son
zamanlarda en sik kullanilan yontemler arasinda yerini almistir (Sarantis ve ark.,

2004).

PCR, c¢esitli klinik orneklerden AdV DNA’sinin tespitinde oldukg¢a duyarli ve
spesifik bir yontemdir. Normalde steril olan kan, beyin omurilik sivis1 (BOS) ve
dokulardan tespiti anlamli iken, {ist solunum sistemi ve diski 6rneklerinden tespiti
durumunda viral sacilim1 da gosterebileceginden klinik bulgularla birlikte dikkatli
yorumlanmalidir. Ticari PCR kitlerinde, cogu serotipi tespit edebilecek primerler veya
problar kullanilmaktadir (Damen ve ark., 2008). Immiinsiipresif bireylerde AdV
DNA’sinin kantitatif olarak tespiti, prognozun (invaziv hastalik riski ve mortalitenin)

ongoriilmesinde ve antiviral tedavi yanitinin izlenmesinde yararlidir (Lankester ve
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ark., 2002). PCR ayrica adenovirus izolatlariin genotip tayininin yapilmasi igin

sekans analizi ile birlikte kullanilabilmektedir.

Niikleotid Dizi Analizi, AdV’larin tiplendirilmesinde sik kullanilan molekiiler
yontemler arasinda yer almaktadir. DNA sekans analizi (DNA “sequencing”) DNA’nin
icerdigi niikleotid dizilerinin tespit edilmesini tanimlamaktadir. Maxam-Gilbert
kimyasal degradasyon yontemi ve Sanger’in 2-3 dideoksi enzimatik yontemi niikleotid
dizilerinin belirlenmesinde kullanilan 2 temel teknik olarak sayilabilir (Munoz ve ark.,
2018; Maxam ve ark., 1977). Gliniimiizde siklikla Sanger’in enzimatik DNA sentezi
prensibine dayali zincir sonlanma yontemini kullanan otomatize DNA sekans analiz
yontemleri kullanilmaktadir. Otomatize sistemler standardizasyonu saglamasi yam
sira zaman tasarrufu da saglamaktadir. AdV hexon HVR-7 gen bolgesinin PCR ile
amplifikasyonu ve sekanslamasi tiplendirmede kullanilmaktadir (Takeuchi ve ark.,

1999).

AdV tiplerinin belirlenmesi epidemiyolojik calismalar, patogenez ile iligkili
arastirmalar ve ciddi seyirli klinik tabloya neden olan tiplerin belirlenmesi amaciyla
yapilabilmektedir. Notralizasyon testleri ve hemaglutinasyon-inhibisyon testleri
serotiplerin belirlenmesinde kullanilabilen zahmetli ve zaman alic1 serolojik
yontemlerdir (Sarantis ve ark., 2004). Bununla birlikte, son yillarda daha kolay ve hizli
uygulanabilen molekiiler yontemler ile genotipler belirlenebilmektedir. Serolojik
olarak tiplendirme yapilabilmesi i¢in o tipe 0Ozgii serum ve izolata ihtiyag
duyulmaktadir. Molekiiler yontemler ile tiplendirme ise klinik 6rneklerden veya elde
edilmis izolatlardan yapilabilmektedir. PCR sonrasinda dizi analizi veya REA
yontemleri ile genotip belirlenmesi miimkiindiir (Allard ve ark., 2001). Niikleik asit
temelli testlerde E1A ve E1B, fiber ve hekzon boélgelerine yonelik grup veya tip
spesifik primerler kullanilabilmektedir (Sarantis ve ark., 2004). Hekzon primerleri
tim adenovirus serotipleri ile reaksiyon vermesi nedeniyle en sik kullanilan
primerlerdir (Kojaoghlanian ve ark., 2003). Hekzon gen bolgesi tiim HAdV tiplerinde
ortak antijenik yapilar1 ve notralizen antikorlar1 uyaran tipe 6zgiil bolgeleri igcermekte
olup ortalama 2841 baz cifti biiyiikliigiindedir. Hekzon geni santralde yer alan yedi
farkli cok degisken bolge (“Hypervariable Region”-HVR-7) ve bunu ¢evreleyen 2 adet
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yikksek diizeyde korunmus bolge olmak {izere, li¢ farkli segmentten olusur.
Adenovirusun serotip-spesifik sekanslart hekzon geninin HVR-7 bdlgesinde yer

almaktadir (Imai ve ark., 2001).

Restriksiyon Enzim Analizi (REA); viruslarin aile, tiir veya alt tipleri arasinda
genom Ozellikleri ve genetik dizilimi farklihik gostermektedir. Restriksiyon
endoniikleaz (RE) enzimi araciligtyla elde edilen amplikonlarin kesilmesi ile genomik
yapidaki farkliliklar tespit edilebilmektedir. REA; Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) veya Pulse Field Gel Electrophoresis (PFGE) gibi niikleik asit
temelli yontemler sik kullanilan molekiiler tiplendirme yontemleri arasinda yer

almaktadir (Munoz ve ark., 2018).

1.4.5. Notralizasyon Testleri

Testin uygulanabilmesi i¢in; tipe 6zgii antikor iceren bagisik serum kullanimi
gerekir. Siipheli virusun homologu antikorla nétralize edilmesi prensibine dayanir.
Zahmetli, deneyim gerektiren ve zaman alic1 bir test olmakla birlikte; serolojik tanida

“altin standart” kabul edilmektedir (Munoz ve ark., 2018).

AdV serotiplerinin belirlenmesi i¢in 6ncelikle alt grubunun belirlenmesi gerekli
olup, bu amagla hemaglutinasyon testi kullanilmaktadir. Bundan sonraki asamada
serolojik temelli hemaglutinasyon inhibisyon testi kullanilarak spesifik serotipler
belirlenebilir. Testin uygulanabilmesi i¢in hastaligin akut ve konvalesan evresine ait
serum Orneklerine, eritrosit siispansiyonuna ve titre edilmis standart antijene ihtiyag

duyulur (Munoz ve ark., 2018).
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1.5. Adenovirus Enfeksiyonlarinda Tedavi ve Korunma

Adenoviral enfeksiyonlar siklikla kendini sinirlar ve destek tedavisi yeterlidir.
Bununla birlikte yenidoganlarda ve immiin sistemi baskilanmis bireylerde fatal seyirli

enfeksiyonlar goriilebilmektedir.

Cidofovir, AdV enfeksiyonlarinin tedavisinde en sik kullanilan ajan olmakla
birlikte ciddi nefrotoksisite yan etkisi olmasi kisithligidir. Cidofovir lipid ester formu
olan Brincidofovir heniiz arastirma asamasinda olan bir ilag olup, nefrotoksisite riski
daha distktiir (Munoz ve ark., 2018). Adenoviral hastaliklarin tedavisinde etkinligi

randomize kontrollii ¢alismalar ile kanitlanmis bir antiviral bulunmamaktadir.

Cidofovir in vitro olarak diger antiviral ajanlara gore daha etkilidir. Real time PCR ile
in vivo olarak ta viral yiikii azalttig1 gosterilmistir. Kemik iligi nakil alicilarinda ve
akciger transplant hastalarinda klinik iyilesme ve mortalitede azalma sagladigi
bildirilmektedir (Neofytos ve ark., 2007). Gansiklovir in vitro ¢caligmalarda ve hamster

modelinde siirli etkinlik gosterdigi bildirilmektedir (Ying ve ark., 2014).

AdV enfeksiyonlarindan korunmada enfeksiyon kontrol onlemleri ve belirli
durumlarda asilama uygulanabilmektedir. Askeri birliklerde HAdV tip 4 ve 7’ye kars1
enterik kapli canli oral as1 yillarca kullanilmistir (Top ve ark., 1971). Askeri kamplarda
akut solunum yolu hastalig1 salginlarinin 6nlenmesinde etkili ve giivenlidir.1990’I
yillarda tiretici firma as1 iiretimini durdurdu. 2011 yilinda HAdV tip 4 ve 7’ye karsi
etkili yeni canli oral as1 17-50 yas Amerikan askeri personelinin kullanim1 i¢in onay
ald1 (Hoke ve ark., 2013). Takip eden 2 yil i¢erisinde Amerika askeri personelinde
adenoviral hastalik sikliginda 100 kat azalma gozlendi (Radin ve ark., 2014).
AdV’lar rekombinant as1 vektorii olarak kullanilmasina ragmen, biiyiik ve kiiciik
ruminantlarda enfeksiyona yol acan AdV’lar i¢in lisansh bir asi bulunmamaktadir

(Fulton, 2009).
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1.5.1. Enfeksiyon Kontrol Onlemleri

AdV’lar gevresel yiizeylerde uzun siire canli kalabilirler ve sik kullanilan alkol
vb. dezenfektanlara duyarli degildir (Buehler ve ark., 1984). Bu nedenle ¢evre ylizey
ve ekipmanlarin temizliginde sodyum hipoklorit, formaldehit, 1s1 gibi spesifik
uygulamalara ihtiya¢ duyulur. Yiizme havuzu kaynakli faringokonjunktival ates

salginlar1 siklikla yetersiz klorlama ile iliskilidir (D'Angelo ve ark., 1979).

AdV’a bagh saglhik bakimi iliskili enfeksiyonlar da goriilebilmektedir. El
hijyenine yeterince dikkat edilmemesi sonucu saglik calisanlarinin elleri araciligiyla
gelisen ya da kontamine ekipmanin yetersiz dezenfeksiyonu sonucu epidemik
keratokonjunktivit salginlart bildirilmistir (Jernigan ve ark., 1993). Konjunktivitli
hastanin géz muayenesi sirasinda eldiven kullanimi, el hijyeni saglanmasi (temas
izolasyon onlemlerine uyulmasi) ve medikal ekipmanlarin %10 sodyum hipoklorit ile
dezenfeksiyonu oOnerilmektedir. Solunum yolu enfeksiyonu olan ve hastane yatisi

gereken hastalara temas ve damlacik izolasyon onlemlerinin alinmasi 6nerilmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg
2.1.1. Tez Numuneleri ve Pozitif / internal Kontroller

Doktora tez c¢alismasi kapsaminda, Saghk Bilimleri Universitesi Ankara
Numune Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Etik Kurulu Karar1 (No: E-17-1348)
(Bk-1) ile tez ¢aligmasi planlandi. SBU Ankara Numune Egitim ve Arastirma
Hastanesi Tipta Uzmanlik Egitim Kurulu’na sunularak proje destegi alindi (Proje

destek no: 2017-0024).

Tirkiye’nin farkl illerinden sentinel ve non-sentinel surveyans kapsaminda
2015-2016 yillar1 arasinda cesitli illerden THSK’ya gonderilen solunum yolu
orneklerinden AdV PCR pozitif tespit edilen 68 6rnege ait ekstraktlar temin edildi.
Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali’na soguk zincir altinda
ulastirildi. PCR ve DNA dizi analizi yapilana kadar numune ekstraktlar1 -80 °C’de
saklandi. Ayrica Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dal1 virus
stoklarinda bulunan 4 adet koyun ve 3 adet sigir orijinli AdV’lar; PCR optimizasyon
caligmalarinda, pozitif/internal kontrol ve farkli tiirlere ait hexon gen bolgesi dizin

analizlerinin karsilastirilmasi amaciyla tez kapsaminda degerlendirildi.

THSK’dan temin edilen 6rnekler ve ilgili bilgiler Cizelge 3.2°de verilmistir.
Sentinel ornekler olarak alinan nazal siiriintiiler; ayaktan aile hekimlerine bagvuran
daha hafif olgular iken, non sentinel 6rnekler hastanelerden gonderilen daha ¢ok alt
solunum yolu hastalifi bulgular1 (ates, Oksiiriikk, balgam vb) olan hastalari

kapsamaktadir ve bunlar genellikle nazofarenks siiriintii 6rneklerini igermektedir.
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2.1.2. Tez Calismasinda Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeleri

Tez calismasinda kullanmak iizere temin edilen kimyasal ve sarf malzemeleri

asagida listelenmistir.

Dream Taq DNA Polymerase (parsiyel hexon geni analizi i¢in) (Katalog no.
00563987)

Phusion High-Fidelity (tam hexon geni analizi i¢in) (Katalog no. 00652183)
100 bp DNA Ladder (Katalog no. SM0321)

Pipet tip yellow

Pipet tip blue

Pipet p10

PCR-CP transp 0,2 ml

Mikro santrifiij tiipii DNase RNAse free 1,5 ml

dNTp mix

Agaroz Jel

Deionize su - Water molecular biology grade

2.1.3. Kitler

Tez caligmasinda sekans analizi i¢in kullanilan pirifikasyon kitleri asagida

belirtilmistir.

Extract me DNA Clean-Up Kit (Blirt)
Purelink Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen)
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2.1.4. Cihazlar

Tez calismasindaki arastirmalar Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji

Anabilim Dal1 envanterinde bulunan cihazlar ile yapilmistir:

Metis Lab Biyogiivenlik 1T Kabini

Vera Scientific Vortex

Sigma Mikro Santrifiij 1-14k (Michael Christ design)

Biometra 96-well Gradient Thermal Cycler (Analytik Jena, Almanya)
Kyratec 96-well Gradient Thermal Cycler (Kyratec Inc., Avustralya)
Cleaver® Scientific Elektroforez Seti

Kodak 1D Gel Logic Kamera

UV Transilluminator

+4 °C Buzdolabi1

-20 °C Derin dondurucu

-80 °C Derin dondurucu

2.2. Yontem

2.2.1. Viral Niikleik Asit izolasyonu

Tiirkiye’nin farkli illerinden sentinel ve nonsentinel surveyans kapsaminda
cesitli illerden gonderilen solunum yolu orneklerinin ekstraksiyonu, THSK’da
otomatize Qiagen EZ1 Advanced XL Ekstraksiyon Cihazi (Qiagen, Germany) ve
Qiagen EZ1Virus Mini Kit v2.0 (Qiagen, Germany) ekstraksiyon kiti kullanilarak
dreticinin talimatlar1 dogrultusunda gerceklestirilmistir. 20 viral parametrenin
eszamanli incelendigi gercek zamanli multipleks PCR yontemi (Fast Track
Diagnostics Respiratory Pathogens 21, Luxemburg) ile ve Applied Biosystems 7500
(ABI 7500) cihazi ile RNA/DNA varligr arastirilmistir. Bu Ornekler arasindan
tanimlanan yontemler ile HAdV PCR pozitifligi tespit edilen 68 drnege ait ekstraktlar

tez calismamizda kullanilmak iizere temin edildi. Ankara Universitesi Veteriner
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Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali’na soguk zincir altinda ulastirilarak, PCR ve DNA
dizi analizi yapilana kadar numune ekstraktlar1 -80 °C’de saklanda.

Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dali virus stoklarinda
bulunan 4 adet koyun ve 3 adet sigir orijinli AdV’un konvansiyonel yontemler ile
ekstraksiyonu yapildi. DNA ekstraksiyonu i¢in kullanilan konvansiyonel yonteme ait
uygulama protokolii asagida belirtilmistir:

1.5 ml’lik eppendorf mikrotiiplere 300 pl numune ve esit hacimde Denaturasyon
soliisyonu (Solusyon D) konuldu.

Karisgim; 15 sn vortekslenerek {izerine 300 pl Alkali Fenol ve 300 pl
Kloroform/Izoamilalkol (24:1) eklendi.

15 sn vortekslemenin ardindan 12000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi iistte kalan sividan 700 pl alinarak yeni bir eppendorf tiipiine konuldu.
Uzerine esit hacimde (700 pul) -20 °C’de sogutulmus Izopropil alkol ve 100 ul 3M Na-
acetate eklenerek tiip kapatildi ve 10 sn vortekslendi.

Karisim -80 °C’de 1 saat bekletildi.

Siire sonunda oda 1sinda ¢6ziilmesi beklenen tiipler, 10000 rpm’de 10 dk santrifiij
edildi.

Ustteki siv1 dikkatlice alindiktan sonra 300 pl %70 Etanol (ETOH) ile yikand:i ve
tekrar 12000 rpm’de 2-3 dk santrifiij edildi.

ETOH aspire edildikten sonra, 37 °C’de kurutulan pelletlere 20 pl steril distile su ilave
edildi ve resiispanse edilerek spektroforometrede DNA miktarlar1 6l¢iildii.

Elde edilen viral DNA’lar, PCR islemi yapilana dek -80 °C’de saklandi.

2.2.2. AdV Tams1 ve Molekiiler Karakterizasyonuna Yonelik Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (PCR)

AdV tanis1 ve molekiiler karakterizasyonu amaciyla seminested-PCR
uygulanmistir. AdV Hexon gen bolgesini cogaltan ve genus spesifik genis spektrumlu
primer ciftleri kullanilmistir (Sibley ve ark., 2011). Ayrica secilen drneklerde, hexon

geni tam genom analizi yapilabilmesi amaciyla tiim geni hedefleyen primerler de
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kullanilmistir (Yu ve ark., 2013). PCR testinde bu gen boélgelerini tanimaya yonelik

kullanilan primerlere ait ayrintili bilgiler Cizelge 2.1 ve 2.2°de sunulmustur.

Cizelge 2.1. AdV tanisi ve parsiyel sekans analizi i¢in kullanilan primer dizinleri

Primerler Hedef Bolge Dizin (5'—3") Referans
MaAdF1 599-725bp /588-714bp CAGTGGTCHTACATGCACATC Sibley ve ark.,2011
MaAdR GCATAAGACCCGTAGCAWGG
MaAdF2 CATGCACATCGCSGGNCAGGA

Cizelge 2.2. AdV hexon geni tam genom analizi kullanilan primer dizinleri

Primerler Hedef Bolge Dizin (5'—>3") Referans
AdV 7 hexon 1F-
GCGCCGTCGCTGCTATTAATTAAAT
(nt 18186 - 18210)
AdV 7 hexon IR- 1265bp
GTCCATAGCCTGATTCCACATGC
(nt 19450 - 19428)
AdV 7 hexon 2F-
GTGGTTGACTTGCAGGACAGA Yu ve ark., 2013
(nt 19347 - 19367)
AdV 7 hexon 2R- 1194 bp
GCATTGGGCCACATTGTATCC
(nt 20540 - 20520)
AdV 7 hexon 3F-
AGTCAGCTGGCCTGGCAATG
(nt 20466 - 20487)
AdV 7 hexon 3R- 902 bp
AAAGCCAGCCAGTGCTCTCC
(nt 21368 - 21349)

PCR’da kullanilan karisimlarin icerikleri ve uygulanan 1s1 dongiileri Cizelge 2.3,

2.4 ve 2.5’te verildi. Tlim bu islemler i¢in termal dongii cihaz1 (Biometra, Almanya)
kullanildi.
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Cizelge 2.3. Mast Adenovirus primerleri i¢in Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) karigimi.

Komponent Miktar
10 X DreamTaq Buffer 3ul
MgCl2 25 mM 0.6 pl
Nucleotide Mix 10 mM dNTP 0.6 ul
Forward Primer 1l
Reverse Primer 1wl
DreamTaq DNA Polymerase 0.2 pl
DNA 3ul
Molekiiler Deiyonize su 20.6 ul
TOPLAM 30 pl

Cizelge 2.4. HAdV Hexon tam genom analizi i¢in PCR komponent karisim miktarlan

Komponent Miktar
5 X Phusion Buffer 4 ul
DMSO 0.6 pl
MgClz 50 mM 0.6 pl
Nucleotide Mix 10 mM dNTP 0.6 ul
Forward Primer 1l
Reverse Primer 1l
Phusion DNA Polymerase 0.2 ul
DNA 2ul
Molekiiler Deiyonize su 10 pl
TOPLAM 20 pl




Cizelge 2.5. AdV’a ait ilgili primerlere ait PCR dongii protokolleri

HAdV Komple hexon gen HAdV Komple hexon gen
Parsiyel hexon gen bolgesi
bolgesi AdV 7 hexon 1F 1R bolgesi AdV 7 hexon 2F 2R
Reaksiyon icin 1. ve 2. Tur PCR
Primerleri icin PCR ve 3F 3R Primerleri i¢in
dongiileri
dongiileri PCR déngiileri
Baslangic
96 °C- 5 dk 94 °C-3 dk 94 °C- 3 dk
Denaturasyonu
94 °C-1dk 94 °C-30 sn 94 °C- 30 sn
Dongii (35
55°C-2dk 52 °C-30sn 56/58 °C- 30 sn
siklus)
72 °C-1 dk 72 °C-1dk 45 sn 72 °C-1dk 45 sn
50 °C- 1dk 50 °C- 1dk 50 °C- 1dk
Son Uzama
72 °C- 10 dk 72 °C-7 dk 72 °C-7dk

2.2.3. PCRiiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

PCR ile elde edilen amplikonlarin goériintiilenmesi amaciyla, ethidium bromide
iceren (Sigma, ABD) %1,5’lik agaroz jel (Prona, EU) hazirlandi. 10xTAE (Tris Asetat-
Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA), hem tank tamponu olarak ve hem de agaroz
jel hazirlanmasi i¢in kullanildi. Agaroz 0,5XxTAE soliisyonu i¢ine konularak 1s1
yardimiyla (mikro dalga firin) ¢oziiliip sogutulduktan sonra, {izerine 0,5 pg/ml
ethidium bromide (Sigma, ABD) eklendi. Jel taraklar1 da yerlestirilen kiivete karigim
dokiilerek 15- 20 dakika katilasmasi i¢in ¢eker ocak icinde bekletildi. Hazirlanan
agaroz jel katilastiktan sonra, jel taraklari cikartilarak 0,5xTAE tampon bulunan

elektroforez tankina yerlestirildi.

Elde edilen PCR iiriinleri, iiriin basina 1 pl yiikkleme boyasi (6x Loading Dye,
Jena, Almanya) ile karistirilarak jele yiiklendi. Uriin biiyiikliigiiniin belirlenebilmesi
icin kenardaki kuyucuklara 100 bp’lik marker (Jena Bioscience, Almanya)
soliisyonundan 1 pl yiiklendi. Elektroforez islemi 16 Volt/cm elektrik akiminda
yaklasik 20 dakika siireyle gergeklestirildi. Bant goriintiileri UV 151k altinda Jel
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goriintiileme sistemi (Kodak, Gel Logic 100) kullanilarak bilgisayar ortamina

aktarildi.

2.2.4. Amplikonlarin Purifikasyonu

PCR ile elde edilen amplikonlar, goriintiilendikten sonra sekans analizine
gonderilmeden Once saflagtirma islemi gergeklestirildi. PCR sonucunda beklenilen
biiyiikliikte tek bir bant elde edilmisse “clean-up” kiti (Extractme® DNA Clean-up
Kit) buna karsin beklenen bant disinda farkli bantlar da var ise, ticari “gel extraction”
kiti (Purelink®, Quick Gel Extraction Kit, USA) kullanildi. Kullanilan kite ait

uygulama protokolii asagida belirtilmistir.

Jel Ekstraksivon Protokolii

Gortintiilenen spesifik bant steril bisturi ile, %1’ lik agaroz jelden kesilerek ependorf

tiiplere konuldu.

Agirliklar tartilan bantlarin agirliginin 3 kat1 6lgiide “Gel solubilization™ soliisyonu

eklendi.
50°C’de 10dk bekletilerek, ependorf tiipiin i¢cindeki jelin erimesi saglandi.
Filtrelere alinan sivilar 12000xg devirde 1 dk santrifiij edildi.

Santrifiij sonrast siiziilen kisim atildi. Filtre iizerine 500ul etanol i¢geren Wash Buffer

(yikama soliisyonu) konularak tekrar 12000xg de 1 dk santrifiij yapild.

Santrifiij sonras1 siiziilen kisim atildi. Etanoliin iyice ug¢masi ise filtreler bos olarak

maksimum hizda 1 -2 dk santrifiij edildi.
Steril ependorfa alinan filtrelere 50 ul “elution buffer” eklendi.

1 dk oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 12000xg de 1 dk santrifiij edildi.
Elde edilen amplikonlar kontrol amaciyla tekrar agaroz jelde yiiriitiilerek, uygun
oldugu tespit edilenler sekans analizine kadar -20°C’de sakland.
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Clean-up Protokolii

PCR reaksiyonu sonucu elde edilen iiriin miktarinin 2 kat1 “Binding Buffer” konuldu.

Filtrelere alinan sivilar 11000xg devirde 30 sn santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi siiziilen kisim atildi. Filtre {izerine 700ul CW yikama soliisyonu

kondu ve tekrar 11000xg de 30 sn santrifiij yapildi

Santrifiij sonrasi siiziilen kisim atildi. Filtre lizerine 700ul CW yikama soliisyonu

kondu ve tekrar 11000xg de 30 sn santrifiij yapild.

Santrifiij sonras1 siiziilen kisim atildi. Etanoliin iyice uzaklastirilabilmesi i¢in filtreler

bos olarak 11000xg de 1 dk santrifiij edildi.
Steril ependorfa alinan filtrelere 15 -30 pl “elution bufter” eklendi.
1 dk oda sicakliginda bekletilen tiipler daha sonra 11000xg de 1 dk santrifiij edildi.

Elde edilen amplikonlar kontrol amaciyla tekrar agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra,

uygun olanlar tespit edilerek sekans analizine gonderilene kadar -20°C’de saklandi.

2.2.5. Dizin Analizi

Saflastirilan irilinler dizin analizi yapilmak iizere, tez projesi kapsaminda
saglanan hizmet alimi ile ticari bir firmaya (BM Labosis, Ankara) gonderildi. Dizin
analizi Sanger metoduna gore yapilmis olup ABI 3130x]1 DNA Analyzer (Applied
Biosystem, ABD) cihazi kullanildi.
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2.2.6. Molekiiler in silico analiz, Karakterizasyon ve Filogenetik Agac

Olusturulmasi

Analiz sonrast elde edilen dizinler, National Center for Biotechnology
Information (NCBI)’1n veri tabaninda bulunan Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) programimna yiiklenerek konfirme edildi ve ardindan molekiiler
karakterizasyon islemi gerceklestirildi (Camacho ve ark., 2009).

Sekans analizi sirasinda histogramlart kontrol etmek amaciyla Molecular
Evolutionary Genetic Analysis version 6.0 (MEGA 6.0v) programinin “Tracer”
boliimii kullanildi (Tamura ve ark., 2013). Diizeltmeler yapildiktan sonra ayni gen
bolgesine ait dizinlerin ¢coklu hizalamasi “Clustal W Alignment” kullanilarak yapildi.
Hizalama sonrasit dizinlerin 5’ ve 3’ uglarindan kesilerek uzunluklari esitlendi.

Niikleotid bazli degisiklikler izlenerek karsilagtirma yapilda.

Tam genom analizi yapilmak {izere secilen orneklerin 1265, 1194 ve 902 bazlik
iirtinler halinde kazanilan sekanslar1 BioEdit programinda birlestirilerek yaklasik 2841

bazlik Hexon geni tam sekanslar1 elde edildi.

Filogenetik analiz yapilmasi amaciyla, elde edilen sekanslarin yanina yine
NCBI'1n altinda yer alan GenBank veri tabanindan referans dizinler alind1 (Benson ve
ark., 2015). BioEdit Programinda yer alan Clustal W ydntemi ile hizalama islemi
yapilarak filogenetik analiz islemine gec¢ildi. Modelleme i¢in “Find best DNA models”
islemi yapildi. Modelleme sonrast Maximum Likelihood (ML) agaci elde etmek i¢in
Maximum Likelihood istatistik metodu, Kimura-2 parametre modeli, GTR+G+I
modellemesi ve 1000 bootstrap tekrari segildi. Tiim bu basamaklar sonrasinda

filogenetik agaclar elde edilerek genotiplendirme yapildi.

Niikleotid bazli benzerlik ve farklilik matriksi olusturmak icin MatGat 2.0 ve
SDT v1.2 programi kullanild1 (Campanella ve ark., 2003; Muhire ve ark., 2014). Elde

edilen veriler ylizdelik bazda Excel ve Matriks tablosu olarak elde edildi. Her iki
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matriks tablosunu olustururken blok degisim skorlama yontemi olarak BLOSSUMS0

secilmistir.
Tez ¢aligmasi kapsaminda molekiiler ve filogenetik analiz yapilan tiim dizinler

Banklt ara yiizii kullanilarak GenBank veri tabanina girildi (Benson ve ark., 2015).

Elde edilen “Accession Number” bilgisi bulgular béliimiinde sunuldu.
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3. BULGULAR

3.1. AdV Tanis1 ve Molekiiler Analiz Sonuglari

AdV tanist icin hexon geni HVR 1-6 bolgesine yonelik sentezlenen primerlerin
optimizasyonu Gradient PCR yapilarak ger¢eklestirilmis olup primerlerin annealing
(baglanma) dereceleri Cizelge 2.5.’te verilmistir. Bu derecede istenilen spesifik bantlar
goriintiilendi. Ovine Adenovirus (OAdV) kullanilarak yapilan optimizasyon

caligmasina ait jel goriintiisii Sekil 3.1 de goriilmektedir.

®

M: 100 bp merdiven

-K: negatif kontrol

1 1,2, 3,4, 5: Hexon proteinin V1 gen
bolgesini hedefleyen primerlerle farkli isi

VAAAAANAMA

ve reaksiyon miksleri kullanilarak yapilan

VVAAAAARAAAAY

optimizasyon galigmasi

Sekil 3.1. OAdV kullanilarak yapilan optimizasyon ¢aligmasina ait PCR’1n jel gériintiisii

Tez calismasi kapsaminda; 68 HAdV, 4 OAdV ve 3 adet BAdV olmak {izere
toplam 75 numunenin ekstraktlar1 ile yapilan PCR sonucunda 30 (% 40) 6rnekte
beklenen amplikonlar (588-725 bp arasinda degisen) elde edildi. Bu reaksiyonlara ait
PCR goriintiisii Sekil 3.2°de sunulmustur.
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M: 100 bp merdiven

p 4,7,9,15,17,23: Hexon proteinin V1 gen

VWA

baglanma 1sisinda, reaksiyon miksleri

kullanilarak yapilan PCR sonuglari

Sekil 3.2. HAdV hexon geni V1 bolgesine ait PCR goriintiisii.

Toplamda 30 pozitif AdV 6rneginin (23 insan, 4 koyun ve 3 sigir) hexon geni
yoOniinden parsiyel sekans analizi yapildi. Elde edilen veriler GenBank veri tabaninda
diinyadaki AdV Hexon gen bolgesi dizinleri ile karsilastirildi. Mega programi (v.6 ve
v.X) kullanilarak referans viruslar ile filogenetik analizleri yapilan 6rneklerin birbirleri
ve diinyadaki mevcut Adenovirus tipleri ile olan iliskileri Sekil 3.3’teki agacta
goriilmektedir (Tamura ve ark., 2013; Kumar ve ark., 2018). Filogenetik analiz
sonuglaria gore; farkli tiirlere ait AdV’lar tlirdesleri ile yakin iligkili bulundu. Bovine
suslar BAdV’lar ile ovine suslar OAdV’lar ile human orijinli olanlar ise HAdV’lar ile

komsu dallarda yer aldilar (Sekil 3.3).
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64

a7

100

54 Human adenovirus IZMIR-03/16
64Human adenovirus KONYA-05/16
50 Human adenovirus KONYA- 02/16
26 Human adenovirus ANKARA-02/16
88! M 23 Human adenovirus ANKARA-02/16
17 Human adenovirus ANKARA-05/16
66 Human adenovirus 1IZMIR-04/16

68 Human adenovirus IZMIR-03/16
°4 M 63 Human adenovirus 1IZMIR-06/16
100 Human adenovirus 3: GB(AB330084.1)
Human adenovirus 7: Gomen (AB330088.1)

99 W 52 Human adenovirus ANKARA-12/16

99
100

Hi

98

a7 Human adenovirus 50: Wan (AB330131.1)
Human adenovirus 21: AV-1645 (AB330102.1)
a3 Human adenovirus 11: Slobitski(AB330092.1)

100 Human adenovirus 35: Holden(AB330116.1)

a3 Human adenovirus 34: compton(AB330115.1)Human adenovirus 34: compton

76 Human adenovirus 14:Wit (AB330095.1)
Human adenovirus 4: RI-67 (AB330085.1)
Human adenovirus 4:(KP723154.1) E

Human adenovirus E4:KNIH AdO0/6 (AF542122.1)
Human adenovirus 4:BJ14 (KM458629.1)

100 [ M 5 Human adenovirus ANKARA-01/16

uman adenovirus 8: Trim (AB330089.1)
Human adenowvirus 9: Hicks (AB330090.1)
Human adenovirus 37: GW (AB330118.1)
Human adenovirus 13: A. A (AB330094.1) D
Human adenovirus 10: J. J (AB330091.1)
Human adenovirus 39: D335 (AB330120.1)
Human adenovirus 38: LJ (AB330119.1)
Human adenovirus 42: 54/82 (AB330123.1)

Human adenovirus (AB330093)

Human adenovirus 18(AB330099.1) A
Human adenovirus 31: 1315/63(AB330112.1)

93] M 39 Human adenovirus ANKARA-12/16
100 | ™ 41 Human adenovirus ANKARA- 10/16

Human adenovirus 41:503214/KOL/2009 (HQ005289.1) F

Human adenovirus 41: D28 (AB610524.1)

Hi

100
100

0.2

98

uman adenovirus 41: Tak (AB330122.1)

Human adenovirus 5: Adenoid 75 (AB330086.1)

Human adenovirus 5 KNIH Ad00/19 (AF542128.1)

M 22 Human adenovirus MARDIN-02/16

74y M 25 Human adenovirus DIYARBAKIR- 02/16

Human adenovirus 1 : Adenoid 71 (AB330082.1)

100 | M 15 Human adenovirus ANKARA-03/16
M 9 Human adenovirus ANKARA-03/16
M 4 Human adenovirus ANKARA-01/16

Human adenovirus 16: CH79 (AB330097.1)

Human adenovirus type 2 isolate 134 (AJ293904.1)
97 W Human adenovirus type 2 isolate Prei (AJ293901.1)
Human mastadenovirus C (KP696777.1)

52 |} M 44 Human adenovirus HAKKARI-10/16
B 7 Human adenovirus ANKARA-06/16
"% | m 34 Human adenovirus 34: CORUM-09/16

B 36 Human adenovirus ANKARA-12/16

Bovine adenovirus 3 (NC 001876)

100 | BOovine adenovirus 1:10 (DQ630761.1)

A Bovine adenovirus 1

100 | Ovine adenovirus 1 (DQ630754.1)

A Ovine adenovirus 1

100 [ Ovine adenovirus 5:SAV (DQ630758.1)

A Ovine adenovirus 5

Ovine adenovirus 4:SPAU316 (KP274053.1)

100 | ©OVine adenovirus 2:PX515 (DQ630755.1)
A Ovine adenovirus2

Ovine adenovirus 3:PX611(DQ630756.1)
Bovine adenovirus 2:19 (DQ630762.1)

A Ovine adenovirus 3

100 | A Bovine adenovirus 2

A Bovine adenovirus 3

100 | M 19 Human adenovirus ANKARA-05/16 C

Sekil 3.3. AdV hexon gen bolgesi yoniinden filogenetik aga¢. Filogenetik analiz yapilirken Maximum-
Likelihood istatistik metodu, Kimura-2 modeli ve 1000 bootstrap tekrari tercih edildi. Elde edilen
sekanslar HAdV- B, C, D ve B grubunda yer almaktadir. < H vel” sekilleri ile gosterilen viruslar bu

calismada kazanilan alttiplerdir.
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Hexon gen Dbolgesine gore yapilan molekiiller degerlendirme sonucu
sekanslarimizin; B, C, D ve F grubunda yer aldig1 tespit edildi. HAdV B grubunda yer
alanlarin, HAdV 3 ve 7 alt tipine parafiletik yakinlik gosterdigi ancak kendi aralarinda
ayrt bir kiime olusturduklar1 saptandi. Ayrica HAdV C grubunda yer alanlarin ise
genotip 1, 2 ve 16 ile yakin benzerlik gosterdigi goriilmektedir. Tez ¢alismasindaki
sigir ve koyun orijinli adenoviruslarin, BAdV genotip 1, 2, 3 ve OAdV 1, 2,3 ve 5
genotiplerine ait oldugu saptandi (Sekil 3.3).

HAdV C grubunda yer alan 7, 34, 36 ve 44 numarali 4 6rnegin, GenBank
accession numarast KP696777.1 olan ve literatiirde HAdV 2/6 rekombinanti1 olarak
bildirilen sus ile yakin parafiletik iligki gosterdigi tespit edilmistir (L1Y ve ark., 2015).

Calismamizda parsiyel analizde HAdV 2/6 rekombinanti ile yakin iliskili oldugu
tespit edilen bu dort 6rnegin RDP4 programi kullanilarak yapilan rekombinasyon
analizinde; 7 farkli rekombinasyon sorgulama metodlarinin uygulanmasi sonucunda,
HAAV C genotipindeki suslar ve sorgulama yapilan human adenoviruslar iginde 2. ve
6. serotiplerin 142. niikleotid bolgesinde rekombinasyon sinyali tespit edilmis olup bu
bolge kirmizi oklar ile gosterilmistir (Sekil 3.4). Bu 6rneklerimize ait; parsiyel hexon

geni aminoasit karsilagtirmasina ait veriler de Sekil 3.5’te goriilmektedir.

0

I Human_mastadenovirus C_(KPESGTTT.A)

I Human aderoins type 2 ot e (SIS
[ tomen_senovins _oni 3 e

I 7-Homan_adeovins ANGARALB

[ 38 Human steroving ANGARA 1218

B 4 Homan sterins HAHARL 1018

[ 4 o s CORUHS

0.34

0513,

L}
Position in alignment

Sekil 3.4. Parsiyel hexon gen bdlgesi rekombinasyon sinyal analizi.
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Sekil 3.5. Parsiyel hexon amino asit kargilagtirmasi.

36 numarali 0rnegin parsiyel sekansinda 32.aa’de (Ala — Thr) ve tiim
sekanslarimizda (7, 34, 36 ve 44 numarali) 159.aa’de (Gly —> Glu) seviyesinde
nonsense noktasal mutasyon vardir. Mavi g¢ergeve igerisinde olan bolgede HAV6

farklilik gostermektedir (Sekil 3.5).

3.2. Elde Edilen Epidemiyolojik Veriler

Tez calismasinda elde edilen veriler IBM SPSS Statistics Version 24 programina
kaydedilerek analiz edilmistir. Calismamizda HAdV (+) saptanan olgularin % 69,6’s1
erkek olup yas ortalamasi 9,74 + 17,2 bulundu. Olgularin % 69,6’sinin 6rnekleri non-
sentinel surveyans kapsaminda elde edildi. HAdV (+) olgulara ait demografik veriler

Cizelge 3.1°de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Burun siiriintii 6rneklerinde AdV PCR pozitif saptanan hastalarin demografik verileri

Yas, Say1 (%) Cinsiyet Surveyans Sekli
1-2 3-5 6-10 11-17 18 yas | Yas Non-
(24,01- | (60,01- | (120,01- | ve ortalamas1 | Kadin | Erkek | Sentinel | sentinel
(0-24 60 ay) | 120 ay) | 208 ay) | iizeri
ay)
7 9 4 0 3 9,74+172 | 7 16 7 16
(30,4) | (39,1) | (17,4) (13,1) (30,4) (69,6) | (30,4) (69,6)
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THSK’dan alinan orneklerden (n=68) tez calismasinda 23 adet pozitiflik
belirlenmis olup, HAdV pozitifligi saptanan Orneklerin  gonderildigi iller
degerlendirildiginde en sik Ankara (% 56,5), ikinci sirada izmir’in (17,4) yer aldig
goriilmektedir (Sekil 3.6).

14

12
10

o N B O
]

I

|

|

|

|

Q m HAdV (+) Vaka Sayisi

Sekil 3.6. HAdV (+) Olgularin Tllere gore Dagilin

HAdV pozitif saptanan vaka orneklerin en sik kis (%43,5), ikinci siklikta
ilkbahar (%34,8) mevsiminde THSK’ya gonderildigi tespit edilmistir (Sekil 3.7).
Aylara gore dagilima bakildiginda enfeksiyonun en sik Subat ayinda saptandigi
goriilmektedir (Sekil 3.8).

43,5

= {Ikbahar = Yaz =Sonbahar = Kis

Sekil 3.7. HAdV (+) Vakalarin Mevsimsel Dagilim Yiizdesi

38



Aralik |
Kasim
Ekim m——
Eylil —
Agustos
Temmuz
Haziran m—— ® HAdV (+) Vaka Sayisi
Mayis |
Nisan m——
\VElge
S 2t |
Ocak I——

o
[N
N}
w
I
ul
(@)

Sekil 3.8. HAdV (+) Vakalarin Aylara gore Dagilimi

HAdV pozitif 6rneklerin molekiiler analizi sonucunda en sik genotiplerin 3, 1 ve
2/6 oldugu Sekil 3.9°de goriilmektedir. Mastadenovirus alt gruplart mevsimsellik
acisindan degerlendirildiginde; en sik grup olarak B ve C’de yer aldiklar1 ve
dagilimlarinin esit oldugu (%43,5°1 grup B’de, %43,5’1 grup C’de) tespit edilmistir.
HAGJV pozitif 6rneklerin molekiiler analizi sonucunda saptanan alt grup dagilimi Sekil

3.10°de gosterilmistir.

B HAdJV (+) Vakalarda Genotip Dagilim Yiizdesi

40
35
30
25
20
1. ..-0s
:
N &) \2) A D © © N
. . . . . N ™
oé\Q OO&\Q <\°&\Q <\°&\Q <\°&\Q X '\Qq/\ 5
2 2 2 2 e N = N
& S S & ¢ & &

Sekil 3.9. HAdV (+) Vakalarin Genotip Dagilim Yiizdesi
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Mastadenovirus Altgrup Dagilimi (%)

4,3 817

sGrupB =GrupC =GrupD = GrupF

Sekil 3.10. HAdV (+) Olgularda Saptanan Mastadenovirus Gruplarinin Dagilim Yiizdesi
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ve molekiiler analiz sonuglar1 Cizelge 3.2’de goriilmektedir.

HAAV pozitifligi saptanan orneklerin alindig1 hastalara ait demografik veriler

Cizelge 3.2. HAdV pozitifligi saptanan 23 6rnege ait demografik ve molekiiler analiz verileri

Protokol | Yas | Cinsiyet Sentinel Gonderen il Tarih Grup Genotip
Nonsentinel
4 1 E Non-sentinel Ankara 25.1.2016 C HAdV1
C HAdV2/6
7 2 E Non-sentinel Ankara 01.6.2016 rekombinant
9 3 E Non-sentinel Ankara 04.3.2016 C HAdV1
5 1 K Non-sentinel Ankara 12.1.2016 D HAdVS
15 1 E Non-sentinel Ankara 31.3.2016 C HAdV1
17 5 K Non-sentinel Ankara 05.5.2016 B HAdV3
19 1 E Non-sentinel Ankara 11.5.2016 C HAdV16
22 1 E Non-sentinel Mardin 01.2.2016 C HAdVS
23 3 K Non-sentinel Ankara 04.2.2016 B HAdV3
25 3 E Non-sentinel Diyarbakir 09.2.2016 C HAdV1
26 6 K Non-sentinel Ankara 10.2.2016 B HAdV3
C HAdV2/6
34 61 E Non-sentinel Corum 27.9.2016 rekombinant
C HAdV2/6
36 6 E Nonsentinel Ankara 9.12.2016 rekombinant
39 3 E Sentinel Ankara 8.12.2016 HAdV41
41 4 E Nonsentinel Ankara 24.10.2016 HAdV41
HAdV2/6
44 54 K Nonsentinel Hakkari 10.10.2016 rekombinant
4 B HAdV3
50 E Sentinel Konya 19.2.2016
52 1 Nonsentinel Ankara 26.12.2016 B HAdV7
54 6 E Sentinel [zmir 18.3.2016 B HAdV3
4 ] B HAdV3
63 K Sentinel Izmir 03.6.2016
7 B HAdV3
64 Sentinel Konya 06.5.2016
66 5 Sentinel [zmir 08.4.2016 B HAdV3
68 42 Sentinel [zmir 18.03.2016 B HAdV3

Tez caligmamizda parsiyel sekans analizi sonucu filogenetik agacta kismi
yakinlig1 gosterilen, B grubunda yer alan HAdV genotip 3 ve 7 ile yakin iligkili olup

bu gruptan secilen 4 6rnegin, yaklasik 2841 baz olan hexon geni tam genom analizi;
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Yu ve ark.’1n bildirdigi primer ¢iftleri kullanilarak yapildi (Cizelge 2.5). ADV-7 hexon
1, 2 ve 3 primer c¢iftlerinin kullanildigi PCR calismasina ait jel goriintiileri Sekil 3.11,
Sekil 3.12 ve Sekil 3.13’de gosterilmistir.

M: 100 bp merdiven

17, 23, 26, 50, 54, 63, 64, 66 ve 68:
Hexon proteinin ADV- 7- hexon 1 F

ve R primerleri ile 52 ° baglanma
Isisinda, reaksiyon miksleri

kullanilarak yapilan PCR sonuglari

Sekil 3.11. HAdV Hexon 1F ve 1R primerleri ile elde edilen iiriinlere ait PCR goriintiisii

M: 100 bp merdiven

17, 23, 66 ve 68: Hexon proteinin ADV- 7-
hexon 2 F ve R primerleri ile 56° baglanma

Isisinda, reaksiyon miksleri kullanilarak

yapilan PCR sonuglari

Sekil 3.12. HAdV Hexon 2F ve 2R primerleri ile elde edilen iiriinlere ait PCR goriintiisii
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M: 100 bp merdiven

17, 23, 50, 63, 64, 66 ve 68: Hexon
proteinin ADV- 7- hexon 3 F ve R
primerleri ile 58 ° baglanma

Isisinda, reaksiyon miksleri
kullanilarak yapilan PCR sonuglari

Sekil 3.13. HAdV Hexon 3F ve 3R primerleri ile elde edilen iiriinlere ait PCR goriintiisii

Tam hexon geni dizini elde edilen dort 6rnege ait accession numaralari filogenetik

agacta (Sekil 3.14) goriilmekte olup soyledir:
MN486048 HAV/TR/17,
MN486049 HAV/TR/23,
MN486050 HAV/TR/66,

MN486051 HAV/TR/68
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100

I [A83m9 HAVS Trim
100 1 AB500121 HAVS sapporo/1994

AB330110 HAV29 BP-6
ABB90367 HAVS6 20110150/0akar2011
AB330096 HAV15 CH38

AB330101 HAV20 AV-931

AB330123 HAV42 54/82

AB330132 HAV51 Bom

AB330100 HAV10 AV-587

AB330106 HAV25 BP-1

AB330109 HAV28 BP-5

AB330113 HAV32 HH

AB330090 HAVS Hicks

AB330108 HAV27 BP-4

AB330098 HAV17 CH22

AB330091 HAV10 J. J

AB330107 HAV26 BP-2

AB330126 HAV45 1590

AB330120 HAV39 D335

AB330124 HAV43 1300 D
AB330127 HAV46 1504
AB330128 HAV47 1601

AB330125 HAVA44 1584

AB330120 HAVAS T85-844
AB330103 HAV22 AV-2711
AB369373 HAVD FS161/Fukul/2004
AB330114 HAV33 D.J

AB330130 HAV49 T87-677
AB330117 HAV36 275
AB330119 HAV38 L)

AB330104 HAV23 AV-2732
AB330111 HAV30 BP-7
AB330084 HAVI3 A. A

AB330118 HAV37 GW

AB330105 HAV24 AV-3153

100

AB330085 HAV4 RI67 T E
95 [ AB330092 HAV11 Slobitski
JX034750 HAVB2 Argentina/ 18017/2000
AB330116 HAV35 Holden
KF911353 HAVS5 Shanxi-Y 16
AB330095 HAV14 de Wit
100 AB330115 HAV34 compton
AB330097 HAV16 CH79
AB330102 HAV21 AV-1645
100 AB330131 HAVS0 Wan

AY769946 HAVtype7 99-95
KC456143 HAV7 0864/ Taiwan/2011
JQ360622 HAV7 1106/SJZ/CHN/2011
AB330084 HAV3 GB

AF542104 HAVB3 KNIH Ad98/1

100

@ MN4BB048 HAV/TR/17
@ MIN48B049 HAV/TR/23
@ MN486050 HAV/TR/G6
@ MN486051 HAV/TR/68

I—— AB330086 HAVS Adenoid 75
AB330082 HAV1 Adenoid 71

005

o % KF835447 HAVS7 HAAV-CS7/Jilin/06A1 C
AB330087 HAVE Tonsil 99
AB330083 HAV2 Adenoid 8

100 L= KP732095 HAV C 187h

DQ923122 HAV52 T03-2244 1 G

ABB610519 HAV41 Tak

AB330093 HAV12 Huie
ﬂABswm g A
AB330112 HAV31 1315/63

DQ630761 BAV1

1DDI DQB30764 OAV1 ] Out

ABS900154 HAV B human/Japan/F30 Adv3a54/2004

Sekil 3.14. Human Adenovirus Komple Hexon geni orijinli Maximum-Likelihood (ML) filogenetik

agacl.
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Caligmada elde edilen sekanslar GenBank veritabanindaki referans adenovirus
sekanslari ile karsilastirilarak filogenetik analiz yapilmistir (Sekil 3.14). Her sekans
icin 2855 baz uzunlugunda esitleme (alignment) yapilmistir. Analiz yapilirken Tajima-
Nei evrimsel metodu ve 1000 tekrar secenekleri kullanilmistir. Bolgeler arasindaki
oran varyasyonu GTR+G+I dagilim modellemesi ile yapilmistir. Tiim sekanslara ait
"GenBank accession" numaralar1 taksonlarda sunulmustur. Filogenetik agagta bu
caligmaya ait sekanslar “®” simgesi ile gosterilmistir. Filogenetik analize gore
caligmamiza ait 4 komple hexon sekansi kii¢iik bir kiime olusturarak “Human

Adenovirus-B” tipinde yer almistir. Ayrica, Human Adenovirus -3 ve -7 sekanslarimiza

en yakin olan alt tiplerdir.
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Sekil 3.15. Human Adenovirus Parsiyel Hexon geni (550 baz uzunlugu) orijinli Maximum-Likelihood
(ML) filogenetik agaci.
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Calismamizda elde edilen sekanslar GenBank veritabanindaki referans
adenovirus sekanslari ile karsilastirilarak filogenetik analiz yapilmistir. Her sekans 550
baz uzunlugunda esitleme (alignment) yapilmistir. Analiz yapilirken Tajima-Nei
evrimsel metodu ve 1000 tekrar secenekleri kullanilmistir. Bolgeler arasindaki oran
varyasyonu GTR+G+I dagilim modellemesi ile yapilmistir. Tiim sekanslara ait
"GenBank accession" numaralar1 taksonlarda sunulmustur. Filogenetik agacta bu
caligmaya ait sekanslar “®” simgesi ile gosterilmistir. Tiirkiye’de daha 6nce elde edilen
sekanslar ise “ A” simgesi ile gosterilmistir. Filogenetik analize gore ¢alismamiza ait
4 komple hexon sekansi kii¢iik bir kiime olusturarak “Human Adenovirus-B” tipinde
yer almigtir (Sekil 3.15). Ayrica, Human Adenovirus -3 ve -7 sekanslarimiza en yakin

olan alt tiplerdir.
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Sekil 3.16. RDP4 programu ile yapilan rekombinasyon analizi.
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Potansiyel rekombinasyon ihtimallerinin sorgulamak i¢in RDP4 programinda
farkli 7 algoritma ile analiz yapilmistir (RDP, GENECOV, Chimera, MaxChi,
BootScan, SiScan, 3Seq) (Martin ve ark., 2015). Bu analizde; GenBank’tan saglanan
her tipe ait referans HAdV tam Hexon sekanslari ile bu tez calismasinda elde edilen

iilkemiz orijinli 4 tam hexon geni sekanslar1 kullanilmistir (Sekil 3.16).

A. Distance plot analizi. Bu ¢alismaya ait sekanslar turuncu ¢izgi ile gosterilmis olup,

rekombinasyonel agidan en stabil sekanslardir.

B. HAV/TR/17 ve 68’de herhangi potansiyel rekombinasyon mevcut degilken,
HAV/TR/23 ve 66’da RDP algoritmasi ile rekombinasyon bolgeleri mevcuttur.

C. HAV-D (9) ve -G (52) parent oldugu HAV/TR/23 iizerinde potansiyel
rekombinasyon (1420-1700 nt. Aralig1)

D. HAV-E (40) ve -G (52) parent oldugu HAV/TR/23 ve HAV/TR/66 iizerinde
potansiyel rekombinasyon (2012-2340 nt. Aralig1).

Tam hexon geni analizi yapilan 4 susa ait niikleotid benzerlik tablosu Sekil
3.17°de goriilmekte olup, birbirleri arasindaki niikleotid benzerliklerinin %94,4 ila

%94,8 arasinda oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.17. Tam hexon geni niikleotid benzerlik ve farklilik tablosu.



4. TARTISMA

Adenoviridae ailesine ait viruslar; benzer yapisal, serolojik ve biyolojik
ozelliklere sahip 80'in lizerinde iiyeyi bilinyesinde barindiran kalabalik bir virus
ailesidir. Mastadenovirus genusu liyesi olan AdV’lar; insan ve hayvan tiirlerini enfekte
edebilen ve hafiften agira dogru degisebilen cesitli klinik bulgulara yol agabilen
onemli patojenler olarak tanimlanirlar ki, bu yapilar1 nedeniyle konakgi-virus
etkilesimlerini ve viral evrimi ¢alismak i¢in ideal bir sistem sunarlar. Bununla birlikte,
karsilagtirmali viral genom ¢alismalar1 insan AdV’larinda biiyiik 6l¢iide sinirhidir (Hu
ve ark., 1984). Bu tez ¢aligmasinda farkl tiirlere (sigir, koyun, insan) ait AdV’larin
hexon gen bolgelerinin karsilastirmali analizi hedeflenmis olup, 23 adet insan, 4 adet
ovine, 3 adet bovine orijinli AdV molekiiler teknikler kullanilarak karakterize

edilmistir.

Bu tez calismasinda kullanilan farkli tiirlere ait AdV suslarinin bovine ve ovine
orijinli olanlari, Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji Anabilim Dal1 virus
koleksiyonunda bulunan referenz viruslardir. Hayvansal orijinli viruslar, 6rnekleme
sonucunda kazanilmamis olduklarindan ve s6z konusu suslarin yas, cinsiyet, hayvan
k1 gibi verileri bulunmadigi igin istatistiksel bir degerlendirme yapilmasi miimkiin
olamamuistir. Bu bakimdan sadece insan 6rneklerinin istatistiksel acidan sonuglarinin

degerlendirilmesi yapilabilmistir.

Insan &rneklerine ait pozitiflikler siralanacak olursa; en stk 3 nolu genotip
(%39,1; 9/23) identifiye edilmistir. Takip eden genotipler olarak 1 (4/23) ve 26 (4/23)
nolu olanlar %17,4 olarak esit diizeyde identifiye edilmistir. Siralamada iiglincii
siklikla (%38,7) identifikasyon yapilan genotip 41 (2/23) olup, diger genotipler; 5
(1/23), 7 (1/23), 8 (1/23) ve 16 (1/23) yine esit diizeyde (%4,3) tespiti yapilanlardir.
HAJdV pozitifligi saptanan hastalarin yas gruplarina bakildiginda literatiirle benzer
sekilde en sik (%39,1) 3-5 yas grubunda goriildiigli saptanmistir (Cooper ve ark.,
2000). Bir ornekte HAdV- B7 genotipi saptanmis olup ciddi klinik seyir ile iligkili

olmasi, son yillarda Asya’da re-emerging etkenler arasinda bildirilmeye baglanmasi ve
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Ulkemizde daha once sirkiile olan suslar arasinda bildirilmemis olmas1 bakimindan

Onem arz etmektedir.

Insan 6rneklerine ait yas gruplari ile sekans analizi ile elde edilen hexon genine
ait genotip iliskisi sonuglar1 degerlendirildiginde; en ¢ok gdzlenen 3 nolu genotipteki
bireylerin 3-5 yas arasi grupta yer aldig1 goriilmiistiir. Bu enfeksiyonun bulas yolu
disiintildiiglinde, 6zellikle solunum yolu sekret ve ekskretleri ile yayilim s6z konusu
oldugundan; daha cok kres yasi olan 3-5 yas grubundaki bireylerin birlikte
bulunmalarmin virus naklinde 6nemli oldugu disiiniilmektedir. Bu yas grubundaki
enfekte bireylerin saglikli bireylere virusu nakletmesi i¢in literatiir bilgilerde de
belirtildigi gibi okul, kres gibi yerlerin uygun ortamlar oldugu kanaatine varilmistir.
Literatiirde AdV genotiplerinin yas gruplarina gére dagilimima bakildiginda benzer
sekilde genotip 3’lin 1-4 yas grubunda sik goriildiigii (%27,3) bildirilmistir (Cooper ve
ark., 2000). Caligmamizda, orneklerin alindig1 hastalarin yas dagilimi dikkate
alindiginda; 3-5 yas arasi olan grupta sayisal bir yogunluk bulunmasi nedeniyle, bu
yas grubuna denk gelen pozitifliklerin calismadaki AdV gruplarinin dagilimina etkisi
de goz ardi edilemeyecek durumdadir. Bu durumun dogal bir sonucu olarak; her biri
%43,5 oraninda (10/23) olmak iizere, B ve C grubunun bu tez ¢alismasinda en ¢ok
tespit edilen gruplar oldugu goriilmiistiir. Bu tez ¢alismasinda arastirilan Ornekler
kapsaminda; D ve F gruplarindan Adenoviruslarin da tespiti yapilmis olup, 23
ornekten 1’inin (%4,3) D grubunda ve 2’sinin (%8,7) F grubunda yer aldigi
goriilmiistiir. Calismamizda arastirilan solunum sistemi 6rneklerinde, HAdV solunum
sistemi Orneklerinin genotiplerine yonelik literatiir bilgisi (Flomenberg ve ark., 2018)
ile de uyumlu olarak; B ve C grubunun esit siklikta yer aldig: tespit edilmistir. Ayrica
D ve F grubundan genotiplerin de varlig1 belirlenmistir. Bu baglamda tilkemizde 2015-
2016 yillarindaki insan AdV enfeksiyonlarindan; B, C, D ve F gruplarinin sorumlu

oldugu goriilmektedir.

Her ne kadar 6rnek sayisinin dagiliminda homojenite bulunmasa da cinsiyet
acisindan bakildiginda, erkek hastalarda kadinlara oranla 2 kattan fazla AdV pozitifligi
dikkat c¢ekici bir bulgu olarak degerlendirilmistir. Literatiirde de c¢alismamizdaki
bulgulara benzer sekilde erkek bireylerin, ¢ogu AdV serotipi ile enfeksiyona daha
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duyarli olduklart bildirilmistir (Cooper RJ ve ark., 2000). Literatiir bilgide sadece A
grubunda yer alan serotiplere bagl enfeksiyonlarin kadinlarda daha sik goriilebildigi,
HAGJV serotip 4, 6 ve 7 iliskili enfeksiyonlarin ise kadin ve erkeklerde benzer oranda
enfeksiyona neden oldugu bildirilmistir (Cooper RJ ve ark., 2000). Calismamizda
cinsiyet ve genotip dagilimi arasindaki iliski incelendiginde; kadinlarin %71,4 tinde
(5/7) HAdV-B grubunun, erkeklerin ise %56,3’linde (9/16) HAdV- C grubunun en sik
etken oldugu tespit edilmistir. Genotip diizeyinde irdelendiginde, her iki cinste de
baskin tipin B grubunda yer alan genotip 3 oldugu (kadinlarda %57,1 (4/7), erkeklerde
ise %31,3 siklikla (5/16)) belirlenmistir. Erkeklerde en sik tespit edilen diger tipler
sirastyla %25 (4/16) genotip 1, %18,8 (3/16) genotip 26 olarak saptanmistir.
Kadinlarda 1, 5, 16 ve 41 nolu genotiple enfeksiyon tespit edilmezken, erkeklerde de

7 ve 8 nolu genotiplerin tespiti yapilmamustir.

Orneklerin cografik dagilimi incelendiginde; I¢ Anadolu’dan (Ankara, Corum,
Konya), Ege (Izmir) ve Dogu-Giineydogu Anadolu’dan (Mardin, Diyarbakir, Hakkari)
geldigi goriilmektedir. Genotip dagilimi, I¢ Anadolu’da 1, 3, 7, 8, 16, 26, 41; Dogu-
Gilineydogu Anadolu’da 1, 5, 26; Ege’de 3 seklinde bulunmustur. Ege bolgesinden
gelen Ornek sayis1 4 olmakla birlikte, tek bir genotipin hakim oldugu goriilmektedir.
Bolgelerdeki sonuglar grup dagilimi yoniinden incelenecek olursa; en sik B ve C grubu
(her biri %43,5) olmak iizere, sirastyla F ve D gruplar1 takip etmektedir. llere gore de
en sik goriilen genotip 3’tiir (%39,1).

Yapilan analizlerde mevsim ile AdV pozitifligi arasinda anlaml bir iligki oldugu
goriilmektedir. AdV enfeksiyonlarinin, 6zellikle solunum yolu enfeksiyonlarinin artis
gosterdigi kis (% 43.5) ve ilkbaharda (% 34,8) daha siklikla goriilebildigi, yaz (% 8,7)
ve sonbahar (% 13) aylarinda vaka sayisinin nispeten azaldigi tespit edilmistir. Bu tez
caligmasinda yas, cinsiyet, vb. tiim degiskenlerde oldugu gibi gelen vaka sayisina bagl
olarak genotip ve grup dagilimimin sekillendigi; 3 nolu genotip ile B ve C grubunun

one ¢ikan baskin tipler oldugu tespit edilmistir.

Bu tez kapsaminda farkli tiirlere ait AdV’larin hexon gen bdlgelerinin

karsilastirmali analizi hedeflenmis olup, elde edilen toplamda 30 adet (n=23 insan, n=4
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koyun, n=3 sig1r) 6rnegin filogenetik analiz sonuglari, hem insan hem de hayvansal

orijinli AdV’lar bakimindan ayr1 ayr1 ve birlikte olarak degerlendirilmistir:

Insan AdV’lari; nétralizasyon ve hemaglutinasyon deneyleri yanisira, genom
dizilimi, fonksiyonel karakterizasyon gibi filogenetik ve biyolojik 6zelliklerinin
analizi sonuclarina dayanilarak, 100'den fazla tiirii igeren yedi genogrupta (A-G)
klasifiye edilmektedir (The HAdV Working Group (2019). Ayrica AdV’larin
gosterdikleri doku tropizmine gore yapilan siniflandirmada gastroenterite neden
olanlar (HAdV-A, -F ve -G), respiratorik hastalik yapanlar (HAdV-B, -C ve -E),
keratokonjunktivit etkenleri (HAdV-D) olarak da gruplandirilmalari miimkiindiir. Bu
klasifikasyonlarda AdV’larin ii¢ viral kapsit proteininden biri olan hexon geninin de
bulundugu filogenetik analiz  sonuglar1 tim  diinyadaki alt tiplerin
genotiplendirilmesinde 6nem arz etmektedir. Bu baglamda tez kapsaminda parsiyel
hexon gen sekanslari kullanilarak yapilan filogenetik analizlerde; 23 adet insan

orneginin B, C, D ve F sub genotiplerinde (B =C>F>D) yer aldig1 belirlenmistir.

Bu tez calismasinda 4 adet HAdV-B genotip 3’de yer alan 6rnegin tam hexon
geni analizi sonuglart degerlendirildiginde; birbirleri arasindaki niikleotid
identikliklerinin %94.,4 ila %94.,8 arasinda degistigi belirlenmistir. S6zkonusu 4
sekans, GenBank’tan saglanan her tipe ait referans HAdV’ler ile karsilastirildiginda
niikleotid degisiminin %69,4 ila %99,8 arasinda oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.17). Bu
sonuglar arasindaki yiiksek degiskenlik, Ulkemiz orijinli HAdV’larin farkliliklarinin

tam anlamiyla ortaya konulabilmesi i¢in tam genom analizi yapilmasi gerekliligini

gostermektedir.

Bugiine dek literatiirde tespiti yapilan HAdV-F sub genusunda bulunan tipler; 40
ve 41 olarak tanimlanmis ve genellikle akut gastroenterit klinik bulgusu gdsteren
bireylerden elde edilmistir (Flomenberg ve ark., 2018). Bu tez ¢alismasinda kullanilan
ornekler THSK’dan elde edilmis olup, klinik olarak respiratorik bulgu gosteren
bireylerden alinmistir. Burada dikkat cekici bir durum olarak; 2 adet respiratorik
bulgulu 6rnegin, filogenetik analizde enterik enfeksiyonlardan sorumlu AdV’larin

bulundugu F grubunda yer aldig1 belirlenmistir.
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Garnett ve ark. (2009); HAdV-C viruslarinin birincil enfeksiyonu solunum
sisteminde yapmalarina ragmen, virusun sindirim sistemi intestinal T lenfositlerinde
persiste enfeksiyonlara neden olabilecegini, aralikli sacilim nedeniyle de aylarca ve
hatta yillarca diskida kalabilecegini bildirmistir. Benzer durumun, bu tez ¢alismasinda
F grubunda oldugu tespit edilen respiratorik sistem bulgulu hastalara (3 yas cocuga ait
39 nolu sentinel drnek ve 4 yas ¢ocuga ait 41 nolu nonsentinel 6rnek) ait numuneler
icin de gegerli olabilecegi ve HAdAV-F viruslarinin solunum sistemine de tropizm
gostermesine ve/veya adenoidlerde persistansina bagli olabilecegi kanaatine

varilmistir.

Cooper ve ark. (2000); Ingiltere’de 4 yas alt1 gocuklarda gériilen adenovirus
enfeksiyonlarinin epidemiyolojisini degerlendirdikleri ¢alismada; 1928 adenovirus
orneginden 555’inin (%28,8) F grubunda (HAdV 40 ve HAdV41) yer aldigim
bildirmislerdir. Hastalarin semptomlari ile genotip iliskisinin irdelenmesi sonucunda;
respiratorik semptomu olan 530 hastanin agirlikli olarak B ve C grubunda yer aldigi,
sadece birinin F grubunda oldugu (%0,2) bildirilmistir. Yine aym1 calismada; es
zamanli respiratorik ve gastrik bulgular1 olan 131 hastanin %19,1’inde F grubu
ADV’lerin etken olarak saptandigi bildirilmistir. Kenmoe ve ark. 2018; akut solunum
yolu enfeksiyonu bulgusu olan hastalardan alinan ve HAdV pozitif bulunan 137
solunum sistemi Orneginde en sik; %78,5 HAdV-B, %34,8 HAdV-C saptandigini
bildirmistir. Ayni c¢alismada; 6/137 solunum sistemi Orneginde (%4,4), HAdV-F
genotipinin tespit edildigi ve bu durumun HAdV-F genotipinin solunum sistemine de
tropizmi oldugunun gostergesi oldugu bildirilmektedir. Literatiir bilgisi ile uyumlu
olarak bizim ¢alismamizda bulunan en stk HAdV genotipleri HAdV-B ve HAdV-C’dir.
Ayrica bu tez ¢aligmasinda, solunum sistemine ait 23 pozitif HAdV 6rneginin 2’sinde
(% 8,7) HAdV-F 41 tipi saptanmis olup literatiirdeki bu bulguyu destekler niteliktedir.
Calismamizda, respiratorik bulgusu olan 1 sentinel ve 1 nonsentinel solunum sistemi
orneginde (nazal /nazofarenks siiriintii) HAdV- F 41 tespit edilen hastalarda, solunum
sistemi bulgularma ek olarak gastrointestinal sisteme ait semptom olup olmadig:
bilgisine ulasilamamistir. Calismamizda solunum sistemi bulgusu olan hastalardan

alinan nazal siirlintii ve nazofarenks siiriintii 6rneklerinde HAdV-F 41 pozitifligi

54



saptanmasi, bu durumun HADV-F 41 genotipinin gastrointestinal sistem diginda

solunum sistemine de tropizm gdsterdigini diistindiirmektedir.

Ulkemizde HAdV tiplerinin arastirildig1 calismalar igerisinde bu veri ilk olma
niteligi tasimaktadir. Elde edilen bu viruslarin tam genom analizlerinin yapilarak hem
cinsleri ile karsilastirilmasi ile bu sorulara ileriki c¢alismalarda cevap aranmasi

gerektigi kanaatine varilmistir.

Adenovirus enfeksiyonlarinin ciddi klinik seyri genotip ile iliskilidir (Tabain ve
ark., 2012). Akut solunum yolu enfeksiyonu nedeniyle hastanede yatan hastalarin
stirveyansinin yapildig bir calismada; HAdV- B tiplerinin HAdV- C ‘ye gore daha
ciddi enfeksiyona yol actig1 bildirilmektedir (Larrafiaga ve ark., 2000). HAdV B tipi,
ozellikle infant ve ¢ocuklarda akut solunum sistemi enfeksiyonu ile iligkili en sik
patojenler arasindadir. Klinik semptomlarin diger solunum sistemi patojenlerine bagl
enfeksiyonlar ile benzer olmasi nedeniyle, klinisyenlerin HAdV enfeksiyonlarini,
diger patojenlerden sadece klinik bulgular ile ayirmalar1 zordur. Bu nedenle, 6zellikle
HAdV B tipini saptayabilen hizli, sensitivite ve spesifitesi yliksek testlere ihtiyag
bulunmaktadir. Hizli tani testleri ile erken tani konulmasi, baslangic tedavisinin
diizenlenmesinde, gereksiz antibiyotik kullaniminin 6nlenmesinde, virus bulasinin

engellenmesinde yararli olacaktir (Wu ve ark., 2019).

AdV’larda bulunan genomik varyant cesitliligi nedeniyle tanisal amagla
kullanilan spesifik monoklonal antikorlarin tam1 kapasitelerinin  kisitlandigi
bildirilmektedir (Wadel G ve ark., 1980). Korunakli bir bolge olan AdV hexon
proteinine yonelik niikleik asit tespitine dayali tanisal metodlarin da restriksiyon
endoniikleaz aktivitesi veya radioisotop kullanimli testler ile destekli calisilmasi
sayesinde, tip tayini yapilabilmekteydi (Wadel ve ark., 1980). Ancak gecmiste
kullanilan bu yontemlerle tip tayininde zorluklar yasandigindan, gliniimiizde realtime-
PCR veya sekans analizi ile dogru tiplendirme yapilabilmesi tercih edilir olmustur.
Bununla birlikte, niikleik asit tespitine dayali hizli tani kitlerinin gelistirilmesi ile
sirkiile olan virus tiplerinin tespiti miimkiin olabilmekteyken, tip spesifik primer

kullanimi ile gerceklestirilen bu ¢alismalarin farkli tiplerle enfeksiyonlar s6z konusu
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oldugunda spesifite ve sensitivitelerinin degisebilecegi konusu da unutulmamalidir. Bu
baglamda; bu tez calismasinda, aslinda respiratorik enfeksiyon bulgulu hasta
orneklerinde enterik patojen tiplerin tespit edilmesi, tanisal metot tercihlerinin

sorgulanmasi gerekliligini bir kez daha gostermektedir.

Adenoviruslarin genetik hastaliklar ve kanser tedavisinde vektor olarak
kullanilmalar1 igin genom stabilitesi olduk¢a &nemlidir. In vitro olarak belirgin
seleksiyon oldugu durumlar disinda AdV’larda rekombinasyon genellikle ayni tiir
icindeki suslar arasinda olmaktadir (Lukashev ve ark., 2008). Tiirler arasi
rekombinasyon oldukc¢a nadir olmakla birlikte, literatiirde tiirler aras1 rekombinantlar
oldugu tespit edilen AdV prototipleri de bildirilmistir (Ebner ve ark., 2005).
Rekombinasyonlar,  siklikla ~ AdV’larin  yapisal  olmayan  bolgelerinde
goriilebilmektedir. Lukashev ve ark.,, 2008; dolasimdaki AdV’lar arasinda
rekombinasyonun sik goriildiigiinii ve bu durumun AdV genomlarinin filogenetik
iligkilerinin sekillenmesinde onemli rol oynadigmi bildirmislerdir. Ayrica, HAdV-C
saha izolatlar1 ile filogenetik karsilastirma yapildiginda suslarin ortalama %97 benzer

oldugu; farkliliklarin hexon, fiber ve E3 bolgelerinde oldugu bildirilmistir.

Bizim g¢alismamizda da; HAdV C grubunda oldugunu tespit ettigimiz, 4 adet
solunum sistemi 6rneginde HAdV 2/6 rekombinasyonu tespit edilmistir. Literatiir
incelemesi yapildiginda; Cin’de ciddi akut solunum yolu enfeksiyonu saptanan ¢ocuk
hastalarin 6rneklerinde; HAdV 2 ve HAdV 6 rekombinasyonundan olusan intertipik
HAdV 2/6 rekombinantinda tuhaf bir kiimelenme tespit edildigi (GenBank accession
No. KP696777) bildirilmistir (L1 Y ve ark., 2015). Yine ayni1 ¢alismada, HAdV 2/6
rekombinantlarinin tam hexon geni analizinde, rekombinasyonun hexon geninin ikinci

yarisinda goriildiigli bildirilmektedir.

flging olarak, bizim ¢alismamizda da; non sentinel olarak, yani daha ¢ok alt
solunum yolu enfeksiyonu bulgusu olmasi durumunda hastanelerden génderilen, 4
nazofarenks siirlintii 6rneklerinde (2 Ankara, 1 Corum, 1 Hakkari, 7, 34, 36 ve 44
numarali 6rnekler) HAdV 2/6 rekombinasyonu tespit edilmistir. Bu olgulardan ikisinin

cocuk yas grubunda (2 ve 6 yas), ikisinin ise eriskin yas grubunda (54 ve 61 yas)
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oldugu goriilmektedir (Cizelge 3.2). Rekombinasyon tespit edilen olgulara ait
orneklerin tiimiiniin non-sentinel 6rnek olmasi (yani hastanelerden gonderilen olgu
ornekleri olmasi) literatiirdekine benzer sekilde kliniklerinin daha agir olduguna isaret
etmektedir. Bununla birlikte, klinik bulgularla korelasyonun tam olarak
gosterilebilmesi i¢in ileri ¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Calismamizda tespit edilen
rekombinant HAdV 2/6 tipleri; Sekil 3.3’te goriilmekte olup, filogenetik olarak Li ve
arkadaslarinin tespit ettikleri ve GenBank accession No. KP696777 olarak bildirdikleri
suslar ile yakin benzerlik gdstermektedir. Calismamiz, lilkemizde HAdV 2/6

rekombinant tiplerinin sirkiile oldugunu gostermesi bakimindan da 6nem tagimaktadir.

Bu tez calismasinda insan ornekleri yani sira farkh tiirlere ait AdV’larin hexon
gen dizinleri kullanilarak molekiiler karakterizasyonu gerceklestirilmis olup,
hayvansal orijinli 4 koyun ve 3 sigir orijinli referans virus da karakterize edilmistir.
Hexon geni yoniinden yapilan parsiyel analizin filogenetik aga¢ ciziminde ovine
orijinli orneklerden OAdV-1, OAdV-2, OAdV-3 ve OAdV-5’1n, yine ovine orijinli hem
cinsleri ile yakin dallarda yer aldig1 goriilmektedir. Benzer sekilde bovine orijinli
orneklerden BAdV-1, BAdV-2 ve BAdV-3’iin de bovine orijinli hem cinsleri ile
niikleotid benzerlikleri bulundugu tespit edilmistir. Bu baglamda, AdV’larin tiir
spesifik oldugunu dogrulayan literatiirle uyumlu sonuglar elde edilmistir. Ayrica bu
caligmada kullanilan BAdV-2 ve BAdV-3 isimli referenz viruslarin, hexon gen
dizilemesi sonucunda ayni olabilme ihtimali ortaya ¢ikmis olup, anilan referenz suslar
icin aydinlatic1 bilgiye ulasabilmesi amaciyla tam genom dizilemesi yapilmasi

gerekliligi de giindeme gelmistir.
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5.  SONUC VE ONERILER

Bu calisma, iilkemizde 2015-2016 yillar1 arasinda HAdV prevalansini, yas
dagilimini, mevsimsellik ve molekiiler epidemiyolojik o6zelliklerini belgeler
niteliktedir. Ulkemizde bulunan HAdV'ler, biiyiik bir genetik ¢esitlilik gdstermistir. B,
C, D ve F subgenotipinde etkenlerin {ilkemizde varligi ve sirkiile oldugu
goriilmektedir. Insanlarda solunum yolu enfeksiyonundan en sik sorumlu olan HAdV

tiplerinin B ve C oldugu belirlenmistir.

Respiratorik sistem enfeksiyonu bulunan bireylerden alinan oOrneklerde, bu
sisteme ait olmayan HAdV tiplerinin (HAdV-F) bulunmasi, bu enfeksiy6z ajanin
patogenezi/tropizminin daha 1yi aciklanmasi gerekliligini ortaya koymakta,
klinisyenler ve halk saglhigi yoniinden dikkat edilmesi gereken bir ajan oldugunu

gostermektedir.

AdV’lar; meydana getirdikleri enfeksiyonlar yani sira, gen terapi ve as1 vektori
olarak kullanim sans1 sunan ajanlardir. HAdV-C 2/6 genotipinde bulunan rekombinant
suslarin iilkemizde varlig1 ve sirkiile oldugu bilgisi bu tez kapsaminda tespit edilmis
olup, bu ajanlarin ileride yapilacak c¢alismalarla tam genomlarinin aydinlatilmasi

amaglanmaktadir.
Farkli tiirlere ait (bovine ve ovine) AdV’larin tam genom analizleri sayesinde bu

viruslara ait genetik yapinin aydinlatilmasi; ileride as1  vektorii olabilme

potansiyellerinin sorgulanmasini da saglayabilecektir.

58



OZET

Farkh Tiirlere Ait Adenovirus Hexon Gen Boélgesinin Karsilastirmah Analizi

AdV’lar, insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyonlara neden olabilmektedir.
Adenoviridae ailesinde bulunan ve tez ¢calismamizda molekiiler analizi yapilan insan,
sigir ve koyun AdV’lar1 Mastadenovirus genusunda yer almaktadir. Doku tropizmi ve
neden olduklar1 enfeksiyonlarin ciddiyeti, etkilenen sistem, klinik bulgular, epidemi /
endemi yapma karakteristikleri; alt gruplar ve genotipler arasinda farklilik
gostermektedir. Ulkemizde solunum sistemi enfeksiyonuna neden olan AdV’larin
hexon geni molekiiler analizi ile, sirkiile olan suslarin genotipik dagiliminin tespitinin
hedeflendigi bu tez ¢alismasinda; 30 pozitif AdV 6rneginin (23 insan, 4 koyun ve 3
si8ir) hexon geni yoniinden parsiyel sekans analizi yapildi. Ayrica 4 HAdV-B

genotipinin tam hexon geni analizi yapildi.

Tez bulgular1 olarak; insanlarda solunum sistemi orneklerinde en stk HAdV- B
ve HAdV- C saptanmistir. En sik genotip, HAdV-B 3 olup, 6rneklerden doérdiinde
HAdV- C 2/6 rekombinasyonunun saptanmasi ve 2 solunum sistemi Orneginde
gastrointestinal sisteme tropizm gosteren HADV-F 41 genotipi saptanmasi dikkat
cekicidir. Ayrica, son yillarda Asya’da yeniden ortaya ¢ikan ve ciddi enfeksiyonlara
neden olan patojenler olarak bildirilen ve iilkemizde daha 6nce bildirilmeyen HAdAV -
B7 genotipi, 1 olguda saptanmis olup bu bulgu 6nem arz etmektedir. Hexon geni
parsiyel analizinde; ovine orijinli 6rneklerde OAdV-1, OAdV-2, OAdV-3 ve OAdV-5,
bovine orijinli orneklerde de BAdV-1, BAdV-2 ve BAdV-3 molekiiler olarak

karakterize edilmis olup bu etkenlerin de tiir spesifik oldugu saptanmaistir.

Calismamizda, insan ve hayvan sagligi agisindan onemli verilere ulagilmis
olup, bu bilgiler Ulkemizde kisitl olan AdV molekiiler epidemiyolojisine katki
saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Human Adenovirus (HAdV), Bovine Adenovirus

(BAdV), Ovine Adenovirus (OAdV), Molekiiler Karakterizasyon, Tiirkiye
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SUMMARY

Comparative Analysis of Adenovirus Hexon Gene Region of Different Species

AdVs can cause infections in humans and animals. Human, Bovine and Ovine
AdV’s molecular analysis of which are investigated in our thesis study, are located in
the genus Mastadenovirus of Adenoviridae family. Tissue tropism and the severity of
infections caused, the affected system, clinical findings, epidemic / endemic
characteristics varies due to subgroups and genotypes. In this thesis study, it was aimed
to determine the genotypic distribution of circulating strains by hexon gene molecular
analysis of AdVs causing respiratory system infection in our country; Partial sequence
analysis of hexon gene of 30 positive AdV samples (23 human, 4 sheep and 3 cattle)
was performed. In addition, full hexon gene analysis of 4 HAdV-B genotypes was

performed.

As the findings of thesis; HAdV-B and HAdV-C were the most common
pathogens in respiratory system samples of humans. The most common genotype was
HAdV-B 3, and it is noteworthy that HAdV-C 2/6 recombination was detected in four
samples and HADV-F 41 genotype showing tropism in the gastrointestinal tract in two
respiratory system samples. In addition, HAdV-B7 genotype, which has been reported
as pathogens that re-emerged in Asia in recent years and causes serious infections, was
found in one case, has not been reported in our country before, and this finding is also
important. OAdV-1, OAdV-2, OAdV-3 and OAdV-5 in ovine-derived samples, BAdV-
1, BAdV-2 and BAdV-3 in bovine-derived samples were found to be species-specific
with the moleculer characterisation of hexon gene partial analysis.

In our thesis study, important data for human and animal health have been
obtained and this information will contribute to the limited preexisting epidemiology
of AdVs in our country.

Keywords: Human Adenovirus (HAdV), Bovine Adenovirus (BAdV), Ovine
Adenovirus (OAdV), Molecular Characterisation, Turkey
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