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BİR KUZUNUN Dİş ETİNDEN ECTHYMA CONTAGI0SUM (ORF) VİRUSU
İZOLASYONU

İbrahim Burgu * Asuman Toker**

Isolation of Ecthyma Contagiosum virus (orf) from the gingiva of alamb.

Summary: Ecthyma Contagiosum of sheep, causes considerable
economic losses in many countries. Furthermore, its transmissibility
to man makes it a zoonosis.

In Turkey, this infection is not uncommon, and the clinical diag-
nosis is not always easy. Since other eruptive diseases can easily be
mistaken for it. In the present study was attempt to virus isolation from
the lambs clinically affected from Ecthyma Contagiosum infection.
All animals were from the same herd in Elmadağ proviııce near Ankara.
Gingival swabs were taken as an isolation material. These materials
were inoculated into the foetal lamb kidney cell cultures, and serials
passages were made. At the 4 th passage, a cytopathogenic virus was
isolated. The partical size of this virus was measured by filtration met-
hod. The infectious agent, passed easily through up to 450 nm filters
but none passed through filters of 220 nm porosity. The nucleic acid
type was found as DNA by IUDR. The isolated virus showed the typical
CPE characterized by the rounding of cell for Ecthyma Contagiosum
virus in cell cultures.

The isolated virus was found similar to Ecthyma Contagiosum virus
according to the some physical and chemical characteristics mentioned
above. This is the first report on the isolation of Ecthyma Contagiosum
virus on foetal lamb kidney the cell cultures in Turkey.

Özet: Ankara iline bağlı Elmadağ ilçesinde klinik olarak Ecthyma
Contagiosum semptomları gösteren sürüye ait bir kuzunun gingivasm-
daki lezyonlardan svapla alman materyal ile, bu lezyon kabuklarmdan,
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primer Jötal kuzu böbrek hücre kültürlerine yapılan inokulasyonlar
sonunda sitopatojenik bir virus izole edildi. Bu virusun membran Jilt-
rasyon la ölçülen partikül büyüklüğü, nükleik asit tipinin DNA oluşu
ve hücre kültürlerinde Echyma Contagiosum virusuna özgü hücre yu-
varlak/aşması ile karakterize bir değişiklik meydana getirerek üreme-
sine bağlı olarak Ecthyma COl1tagiosum virusu olduğu kanısına varıldı.

Bu araştırma Türkiye'de Ecthyma Contagiosunı virusunun Jötal
kuzu Mbrek hücre kültürlerinde yapılan ilk izolasyonudur.

Giriş

Koyunların ecthyma contagiosum (püstüler dermatitis-Orf) has-
talığı, Uluslararası Salgın Hastalıklar Ofisi'nin (CIDE) 32. komite
toplantısında da belirtildiği gibi çoğunlukla hayvancılık işletmelerinde
ağır ekonomik kayıplara neden olan ve insanlara da bulaşan önemli
bir zoonozdur (13).

Büttner ve ark. (4) ecthyma contagiosum, papüler stomatitis
ve milker's nodülü (yalanc1 meme çiçeği) viruslarını poxviruslar ile
ayni morfolojik özellikleri gösterdikleri için paravaccinia grubu
içinde toplamışlardır.

Matthews (9) ise, ecthyma contagiosum virusunu papüler sto-
matitis virusu ile birlikte gruplandırmıştır.

Ecthyma contagiosum virusu çift iplikçikli Deoksiribonükleik
asit (DNA) ihtiva etmektedir (19).

Rolle ve Mayr'ın (17) bildirdiklerine göre ecthyma contagiosum
enfeksiyonunda bulaşma hayvandan hayvana direkt yolla ve virusun
yerde bulunan kabuklarda kışın da bulaşıcı özelliğini korumasıyla
olur. Hastalığın inkubasyon süresi 6-8 gün olup, klinik olarak ILbiaJ,
poda} ve genital formlarda seyreder. Labial formda üst ve alt dudak-
larda ve memede vezikül devrinden sonra kahverengi kırmızı kabuk-
larla örtülü sarı püstüller görülür ve yaklaşık iki hafta içinde nedbe
dokusu bırakmadan kaybolurlar. Podal formda lezyonlar tırnağın
üst kısmında, tırnak arasında ve corium coronarium'da; genital
formda ise memede, bacağın iç kısımlarında, vulva'da, preputium'da
şekillenir. Enfeksiyondan sonra virus deri ve mukozalarındaki epi-
tel hücrelerinde üreyerek keratinize hücre proliferasyonu, hastalığın
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erken devrelerinde balonumsu hücre dejenerasyonu, vakuolizasyon,
intrasitoplazmik inklüzyon cisimcikleri ve yüzeyse~ vezikül ve püs-
tü ller oluşturur.

Ecthyma contagicsum enfeksiyonu koyun ve kuzuların dışında
insanlarda da görülmektedir (7,15,16). Robinson ve Petersen (16)
koyun ve kuzu eti endüstrisinde çalışanlardan ecthyma contagiosum
virusunun izole edildiğini bildirmişlerdir. Güneş ve ark. (7) da, Tür-
kiye'de İzmir bölgesinde 1979-1980 yılları arasında 31 kişiden ecthyma
contagiosum virusunu izole ettiklerini belirtmişlerdir.

Roberts ve Carter (14), ecthyma contagiosum virusunun invitro
sistemlerde üretilmesinin güç olduğunu, ancak laboratuvar suşlarının
primer insan amnion hücre kültürleri ile koyun, keçi, sığır orijinli
hücre kültürlerine adapte edilerek üretilebildiğini belirtmişlerdir.
Precausta ve Stellman (13), ecthyma contagiosum virusunun primer
kuzu böbrek hücre kültüründe; Rossi (18) ise civciv ve ördek embri-
yosu fibroblast hücre kültürlerinde ürediğini bildirmişlerdir. Ergin ve
Köklü (5), ecthyma contagiosum virusunu koyun troid, dana böbrek
ve kuzu böbrek hücre kültürlerinde üretmişlerdir. Nagington ve Wh-
itti e (lO), virusun üretilmesinde maymun böbrek hücre kültürünü
başarıyla kullanmışlardır.

Plowright ve ark. (12), ecthyma contagiosum virusu ile enfekte
hücre küıtürlerinde arka arkaya uygulanan dondurma ve çözme
işlemlerinden sonra virusun enfeksiyözite gücünün yükseldiğini bil-
dirmişlerdir. Precausta ve Stellman (13), Fransa'nın değişik bölge-
lerindeki koyunlardan izole ettikleri 5 adet ecthyma contagiosum
suşunun DKIDso değeri dağılımlarını, lo-s'5-10-6's /0.1 ml arasında
saptamışlardır. Ergin ve Köklü (5), izole ettikleri ecthyma contagio-
sum virusunun koyun tiroid hücre kültüründeki enfeksiyözite gücünü
DKIDso 10-4-4- lo-s.2/ 0.1 ml olarak saptamışlardır.

Ecthyma contagiosum virusu hücre kültürlerinde üremesi sıra-
sında hücre yuvarlaklaşması ile karakterize bir sitopatolojik effekt
oluşturur. Bunu hücrelerin küıtii,r şişesi yüzeyinden ayrılarak küme-
leşmesi izler (15).

Abdussalam ve Coslett (i), ecthyma contagiosum virusunu
elektron mikroskopta incelemişler ve boyutlarını 25 I.8x ı58. 18 nm
olarak bildirmişlerdir. Nagington ve Home (il), yine elektron m;k-
roskopik ölçüm sonunda virusun büyüklüğünü 263.1 x 157.4 nm
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olarak tesbit etmişlerdir. Precausta ve SteIIman (13) ise ecthyma
contagiosum virusunun partikül büyüklüğünü ultrafiltrasyon yön-
temi ile saptamışlar ve virusun 220 nm ile 300 nm filtrelerden geçme-
diğini, fakat 450 nm filtreden kolaylıkla geçtiğini bildirmişlerdir.

Türkiye'de ecthyma contagiosum enfeksiyonu üzerindeki ilk
çalışma Böğrün ve ark. (2) tarafından hasta kuzulardan alınan kabuk-
larla aşı hazırlanması şeklinde gerçekleştirilmiştir.

Ergin ve Köklü (5), Türkiye'de çeşitli bölgelerden getirilen kabuk,
papül ve veziküllerden, primer koyun tiroid hücre kültürlerine yap-
tıkları inokulasyonlar sonunda ecthyma contagiosum virusunu ilk
defa izole etmeyi başarmışlardır. Ayni araştırıcılar (5), Pendik ori-
jinli marazi maddenin inokulasyondan sonraki ll. günde, Bandırma
orijinli marazi maddenin ise 23. günde primer koyun tiroid hücre kül-
türlerinde sitopatolojik değişiklikler oluşturduklarını saptamışlardır.

Bu çalışma, Ankara'nın Elmadağ ilçesindeki bir sürüye ait yeni
doğan kuzularda, ağızda ve deride klinik olarak ecthyma contagi-
osum benzeri lezyonlar meydana getiren ve ölümlere neden olan bir
enfeksiyonun bildirilmesi üzerine bölgeye gidilerek alınan materyel-
den virus izolasyonu amacıyla yapılmıştır.

Materyal ve Metot

ıZolasyon materyali: Ankara iline bağlı Elmadağ ilçesinde klinik
olarak ecthyma contagiosum belirtileri gösteren bir kuzunun lez-
yonlu gingivası kanatılarak svap ile alınan materyal ve lezyonun
kabuğu ıoxantibiyotik (i 00 ı.Ü. penisilin / ml, 100 mcg streptomisin /
ml ve 0,005 mg kanamisin / ml) kapsayan Earle vasatı içine aktarıldı.
Laboratuvarda steril bir havan içine alınan ıox antibiyotikli Earle
süspansiyonundaki materyal ve lezyonun kabuğu steril kum ilave
edilerek ezildi. Sonra 2500 dev. / dak. 30 dakika 4°C'de santrifüj
edildi. Üstteki sıvı alınarak sterilite kontrolu yapıldı ve kullanılıncaya
kadar -80°C'de saklandı.

Hücre kültürü: Virus izolasyonunda, izole edilen virusun en-
feksiyözite gücü tesbitinde kullanılan mikrotitrasyon testinde ve
izolatın nükleik asit tipinin tayininde in vitro sistem olarak % 20
inaktif dana serumlu Hanks vasatında üretilen primer fötal kuzu
böbrek (FKB) hücre kültürü kullanıldı.
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Virus izolasyonu: Virus izolasyonu amacıyla hazırlanan mater-
yal, ağzı vidalı kapalı tüplerde üretilen i günlük FKB hücre kültür-
lerine 0.2 mL. miktarında ve adsorbsiyona bağlı yöntemle inokule
edildi. Virus üretme vasatı olarak % 5 fötal dana serum u kapsayan
yarı yarıya sulandırılmış Eagle MEM*-Earle vasatı kuIIamldı. İno-
kulasyon yapılan hücre kültürleri 4 gün süre ile doku kültürü mik-
roskobunda sitopatolojik değişiklikler yönünden kontrol edildi ve
bu sürenin sonunda -80 oC' ye kaldırıldı.

Bu kültürler birbirini izleyen sıralarla 3 defa dondurma ve çözme
işlemine tabi tutulduktan sonra 30 dakika 2500 dev / dak. 4°C'de sant-
rifüj edildi ve üst kısım alınarak yeniden -80°C'de donduruldu. İno-
kulasyon materyalinin bu birinci pasajından sonra FBK hücre kül~
.türlerinde ondördüncü pasaja kadar devam edildi.

İzole edilen virusun enjeksiyözite gücünün tesbiti: FKB hücre
küıtürlerine inokulasyonları sonucunda, üçüncü pasaj da izole edilen
virusun enfeksiyözite gücünü artırmak amacıyla yapılan 14 adet
pasajdan sekizinci, dokuzuncu ve ondördüncü pasajiara ait izolat-
ların enfeksiyözite güçleri aynı hücre kültürü sisteminde mikrotitras-
yon yöntemi (6) ile tesbit edildi. Titrasyon sonuçları yedinci günde
Karber'e (8) göre değerlendirildi.

İzole edilen virusun nükleik asit tipinin tayini: Bu amaçla DNA
sentezinin bloke edilmesi prensibinden yararlanıldı ve araştırmada
5-iodo-2-deoxyuridine (IUDR)** kullanıldı.

Araştırmada kontrol viruslar olarak DNA. kapsayan Infectiose
Bovine Rhinotracheitis (lBR-JPV Colorada suşu) ve ribonükleik
asit (RNA) kapsayan Ankara virusundan (3) yararİamldı.

Testte Eagle vasatı (200 ml Eagle MEM -1- 200 mg IUDR)
kuIIamldı. İzole edilen virus, lBR-JPV virusu ve Ankara virusu
Eagle MEM vasatı içinde lO-ı den 10-6 'ya kadar sulandmldı. Her
virus sulandırmasından FKB hücre kültürlü iki adet tüpe ekim yapıldı.
Bunun için tüplerdeki hücre üretme vasatı dökülerek hücre yüzeyleri
PBS-M ile yıkandı. JUDR kapsayan Eagle MEM vasatından 0.2 mL.
tüplere konularak 37°C'lik etüvde bir saatlik inkubasyona alındı.
Sonra tüplerdeki IUDR -+ Eagle MEM vasatı dökülerek PBS-M ile
hücre yüzeyleri yeniden yıkandı. Virusların log lOtabanına göre yapılan
sulandırmalarından, her sulandırma basamağı için iki adet tüpte hazır-

.• Biomerieux, France .
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lanmış hücreye 0.2 mL. kondu. Etüvde 37°C'de bir saat adsorbsiyona
bırakıldı. Bu süre sonunda tüplerdeki virus sulandırmaları dökülerek,
hücre yüzeyleri PBS-M ile yıkandı. Son olarak bütün tüplere 2ml.
IUDR kapsayan Eagle MEM vasatından kondu. Tüpler yeniden
37°C'lik etüvde inkübe edildi.

Testle birlikte IBR-JPY, Ankara ve izole edilen virus un enfek-
siyözite güçleri, virus kontroııarı ve hücre kontroııarı da paralel
yürütüldü.

izole edilen virusun büyüklüğünJn tesbiti: Bu amaçla virus süs-
pansiyonu 220 nm ve 450 nm'lik Sartorius membran filtrelerden sü-
züldü. Filtrasyon sonunda virusun filtreyi geçip geçmediği ise süzülen
süspansiyonun FKB hücre kültürlerİne inokulasyonu ile araştırıldı.

Bulgular

Virus izolasyonu : İzolasyon materyalinden .hazırlanan inoku-
lumun FBK hücre kültürüne yapılan üçüncü pasajının, dördüncü
gününde hücre yuvarlaklaşması ile karakterize bir sitopatolojik de-
ğişiklik meydana getiridiği saptandı. Üçüncü FKB pasajında izole
edilen virusun devam edilen seri pasajları sonunda ondördüncü FKB
pasajında 24 saat içinde tam bir sitopatolojik değişiklik ile karak-
terize üreme gösterdiği tesbit edildi (Şekil i).

ŞekiII. Fötal kuzu böbrek hücre kültüründe izole edilen ecthyma eontagiosum virusunun
CPE görünümü.

a) Hücre kontrol, b) İnokulasyondan 24 saat sonra oluşan CPE tablosu.
Figure 1. Cytopathie effect of isolated ecthyma eontagiosum virus İn foetal lamb kidney

ceııs.
a) Uninfected control eultures.
b) 24 hours post infeetion.

--~
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Virusun enJeksiyözite gÜCÜ: İzole edilen virusun FKB hücre
kültürlerinde yapılan sekizinci, dokuzuncu ve ondördüncü pasaj-
tarma ait enfeksiyözite gücü sonuçları Tablo i'de gösterilmiştir.

Tablo i. Izole edilen virusun çeşitli pasajlardaki enfeksiyözite gücü.

Pasaj sayısı DKID50/0.1 ml

Sekizinci 10-'.75 i 0.1 ml

Dokuzuncu 10-'" i 0.1 ml

Ondördüncü 10-'.25 i O. i ml

Virusun nükleik asit tipi: izole edilen virusun nükleik asit tıpı
DNA olarak saptandı. Şöyleki, izole edilen virusun IUOR ile mua-
meleden sonra enfeksiyözite gücünün bloke edildiği, kontrol virus-
lardan IBR / IPV'nin ayni şekilde enfeksiyözitesini kaybettiği, Ankara
virusunun ise herhangi bir enfeksiyözite kaybına uğramadığı görüldü.
Kontrol viruslar ile izole edilen virusun teste paralelolarak saptanan
enfeksiyözite güçleri ise IBR-IPV OKıOsO 10-5'5/0.1 ml, Ankara
virusu DKI050 10-4 /0.1 ml, ve izole edilen virus OKıOsO ıo-5.25
/0.1 ml olarak değerlendirildi.

Virusun partikül büyüklüğü: izole edilen virus süspansiyonunun
220 nm'lik Sartorius membran filtreden süzüldükten sonra inokule
edildiği FKB hücre kültürlerinde herhangi bir sitopatolojik değişik-
lik gözlenmedi. Ayni virusun 450 nm'lik filtreden süzüldükten sonra
yapılan FKB ekiminde ise tipik sitopatolojik değişikliklerin oluştuğu
görüldü. Sonuca göre virusun partikül büyüklüğü 220 nm'den büyük,
450 nm'den küçük olarak saptandı.

Tartışma ve Sonuç

Türkiye'de ilk defa Ecthyma contagiosum virusu Ergin ve Köklü
(5) tarafından çeşitli bölgelerden toplanan kabuk, papül ve vezikül-
lerden koyun tiroid hücre kültürlerinde izole edilmiştir. Ayni araştırı-
cılar (5), yurdun çeşitli bölgelerinden getirdikleri marazi maddeler-
den koyun tirod, kuzu böbrek ve dana böbrek hücre kültürlerine yap-
tıkları inokulasyonlarda virus izolasyonunu yalnızca koyun tiroid
hücre küıtürlerinde gerçekleştirdiklerini, fakat bu izolatın daha sonra
kuzu böbrek ve dana böbrek hücre kültürlerine adapte edilebildiğini
bildirmişlerdir. çalışmamız da, klinik olarak ecthyma contagiosum
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tablosu gösteren kuzuların gingivalarından sağlanan materyalden
FKB hücre küıtürlerine yapılan inokulasyonlar sonunda virus
izolasyonu gerçekleştirilmiştir. Precausta ve Stellman (13) da, ecthy-
ma contagiosum virusunu primer kuzu böbrek hücre kültüründe
izole ettiklerini bildirmişlerdir.

Ergin ve Köklü (5), Pendik orijinli marazi maddenin koyun
hücre kültürüne inokulasyonundan 11 gün, Bandırma orijinli marazi
maddenin inokulasyonun da ise 23 gün sonra ecthyma contagiosum
virusuna has karakteristik sitopatolojik değişiklik görüldüğünü kay-
detmişler ve izolasyonlarda 15-28 günde üreme gösteren- virusların
ilk pasajlarında 6-7 günde, onuncu pasajdan sonra 2-3 günde %
75 sitopatolojik değişiklik meydana getirdiğini belirtmişlerdir. Biz
ise araştırmamızda izolasyon materyalinin FKB hücre kültüründeki
üçüncü pasajında dördüncü günde sitopatolojik değişiklik meydana
getirdiğini tesbit ettik. Ondördücü pasaj da ise virusun FKB hücre kül-
türünde 24 saatte tam bir sitopatolojik değişiklik oluşturarak üre-
diğini saptadık. Bu sonuçlar da ecthyma contagiosum virusu izolas-
yonu çalışmalarında koyun tiroid hücre kültürü yerine FKB hücre
kültürü kullanılmasının daha uygun olduğunu göstermektedir.

Precausta ve Stellman (i3), izole ettikleri 5 adet ecthyma con-
tagiosum virusu suşunun enfeksiyözite güçlerini primer kuzu böbrek
hücre kültüründe DKIDso IO-S'L 1O-6-s /0.1 ml olarak tesbit
etmişlerdir. Ergin ve Köklü (5), izole ettikleri ecthyma contagiosum
virusunun pasaj sayısına bağlı olarak enfeksiyözite gücünde de yük-
selme görüldüğünü bildirmişler ve virusun son pasajlarının koyun
tiroid hücre kültürlerinde yapılan enfeksiyözite gücü ölçümlerinde
titreleri DKIDso 1O-4.LIo-s.2 /0.1 ml olarak belirtmişlerdir. Biz
de izole ettiğimiz virusun enfeksiyözite güçlerini pasaj sayıları na
bağlı olarak logaritmik artan değerler olarak saptadık.

Abdussalam ve Coslett (I) ile Nagington ve Home (i 1), ecthyma
contagiosum virusu partikülünün büyüklüğünü elektron mikros-
kobik ölçümde yaklaşık 260 nm olarak bildirmişlerdir. Precausta
ve Stellman (13) ise ultrafiltrasyonla yaptıkları ölçümlerde virusun
220-300 nm den büyük, 450 nm'den küçük olduğunu bildirmişlerdir.
Biz de ultrafiltrasyon yöntemi ile yaptığımız ölçümlerde araştırıcı-
cıların (i, 1ı,13) bildirdikleri değerleri saptadık.

Sonuç olarak ecthyma contagiosum semptomları gösteren bir
kuzunun gingivasından sağlanan materyalden, FKB hücre kültürle-
rine yapılan ekimler sonunda izole edilen virus, nükleik asit tipinin
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DNA olması, partikül büyüklüğünün ecthyma contagiosum virusu
için diğer araştırıcılar (I, iı, ı 3) tarafından saptanan değerlere eş değer
bulunması, FKB hücre kültüründe ecthyma contagiosum virusuna özgü
sitopatolojik değişiklikler oluşturması yanında klinik tablonun da
bu bulgulara eklenmesi sonucu ecthyma contagiosum virusu olarak
değerlendirilmiştir.

İzole edilen ecthyma contagiosum virusunun fiziksel, kimyasal
ve diğer serolojik özellikleri üzerinde çalışmalar devam etmektedir.
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