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BIR KUZUNUN DiS ETINDEN ECTHYMA CONTAGIOSUM (ORF) VIRUSU
I1ZOLASYONU

Ibrahim Burgu* Asuman Toker**

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

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 Elmadag province 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.

Ozet: Ankara iline bagh Elmadag ilgesinde klinik olarak Ecthyma
Contagiosum semptomlar: gosteren siriiye ait bir kuzunun gingivasin-
daki lezyonlardan svapla alinan materyal ile, bu lezyon kabuklarindan,
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primer fotal kuzu bobrek hiicre kiiltiirlerine yapilan inokulasyonlar
sonunda sitopatojenik bir virus izole edildi. Bu virusun membran filt-
rasyonla Olgiilen partikil biiyikligii, niikleik asit tipinin DNA olusu
ve hiicre kiiltiirlerinde Echyma Contagiosum virusuna 6zgii hiicre yu-
varlaklagsmasi ile karakterize bir degisiklik meydana getirerek iireme-
sine bagh olarak Ecthyma Contagiosum virusu oldugu kanmisina varildi.

Bu arastirma Tiirkiye’de Ecthyma Contagiosum virusunun fotal
kuzu bobrek hiicre kiiltirlerinde yapilan ilk izolasyonudur.

Giris

Koyunlarin ecthyma contagiosum (pistiiler dermatitis—-Orf) has-
taligl, Uluslararast Salgin Hastaliklar Ofisi’'nin (CIDE) 32. komite
toplantisinda da belirtildigi gibi ¢ogunlukla hayvancilik isletmelerinde
agir ekonomik kayiplara neden olan ve insanlara da bulasan dnemli
bir zoonozdur (13).

Biittner ve ark. (4) ecthyma contagiosum, papiiler stomatitis
ve milker’s nodili (yalanct meme ¢igegi) viruslarini poxviruslar ile
ayni morfolojik Ozellikleri gosterdikleri igin paravaccinia grubu
icinde toplamislardir.

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

Ecthyma contagiosum virusu gift iplik¢ikli Deoksiriboniikleik
asit (DNA) ihtiva ctmektedir (19).

Rolle ve Mayr’in (17) bildirdiklerine gore ecthyma contagiosum
enfeksiyonunda bulagsma hayvandan hayvana direkt yolla ve virusun
yerde bulunan kabuklarda kisin da bulasict 6zelligini korumasiyla
olur. Hastaligin inkubasyon siiresi 6-8 giin olup, klinik olarak lcbial,
podal ve genital formlarda seyreder. Labial formda iist ve alt dudak-
larda ve memede vezikiil devrinden sonra kahverengi kirmizi kabuk-
Jarla ortiilii san1 pustiiller gorilir ve yaklasik iki hafta iginde nedbe
dokusu birakmadan kaybolurlar. Podal formda lezyonlar tirnagin
ist kisminda, tirnak arasinda ve corium coronarium’da; genital
formda ise memede, bacagin i¢ kisimlarinda, vulva’da, preputium’da
sekillenir. Enfeksiyondan sonra virus deri ve mukozalarindaki epi-
tel hiicrelerinde lreyerek keratinize hiicre proliferasyonu, hastaligin
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erken devrelerinde balonumsu hiicre dejenerasyonu, vakuolizasyon,
intrasitoplazmik inkliizyon cisimcikleri ve ylizeysel vezikiil ve pus-
tiiller olusturur.

Ecthyma contagicsum enfeksiyonu koyun ve kuzularnin disinda
insanlarda da goriilmektedir (7,15,16). Robinson ve Petersen (16)
koyun ve kuzu eti endiistrisinde ¢alisanlardan ecthyma contagiosum
virusunun izole edildigini bildirmiglerdir. Giines ve ark. (7) da, Tur-
kiye’de izmir bolgesinde 1979-1980 yillari arasinda 31 kisiden ecthyma
contagiosum virusunu izole ettiklerini belirtmislerdir.

Roberts ve Carter (14), ecthyma contagiosum virusunun invitro
sistemlerde iiretilmesinin gii¢ oldugunu, ancak laboratuvar suslarinin
primer insan amnion hiicre kiiltiirleri ile koyun, kegi, sigir orijinli
hiicre kiiltiirlerine adapte edilerek tretilebildigini belirtmiglerdir.
Precausta ve Stellman (13), ecthyma contagiosum virusunun primer
kuzu bobrek hiicre kiiltiiriinde; Rossi (18) ise civciv ve 6rdek embri-
yosu fibroblast hiicre kiiltiirlerinde iiredigini bildirmislerdir. Ergin ve
K6kl (5), ecthyma contagiosum virusunu koyun troid, dana bobrek
ve kuzu bébrek hiicre kiiltiirlerinde iiretmislerdir. Nagington ve Wh-
ittle (10), virusun uretilmesinde maymun bobrek hiicre kiltirtini
basariyla kullanmiglardir.

Plowright ve ark. (12), ecthyma contagiosum virusu ile enfekte
“hiicre kiiltiirlerinde arka arkaya uygulanan dondurma ve ¢0zme
islemlerinden sonra virusun enfeksiyozite giicliniin yikseldigini bil-
dirmislerdir. Precausta ve Stellman (13), Fransa’min degisik bolge-
lerindeki koyunlardan izole ettikleri 5 adet ecthyma contagiosum
susunun DKIDs, degeri dagilimlarini, 1075:5-1076-5/0.1 ml arasinda
saptamiglardir. Ergin ve Koklii (5), izole ettikleri ecthyma contagio-
sum virusunun koyun tiroid hiicre kiltiiriindeki enfeksiyozite glictini
DKIDs, 10744-1075-2/0.1 ml olarak saptamislardir.

Ecthyma contagiosum virusu hiicre kiiltiirlerinde tiremesi sira-
sinda hiicre yuvarlaklagsmas ile karakterize bir sitopatolojik effekt
olusturur. Bunu hiicrelerin kiiltiiy sisesi ylizeyinden ayrilarak kiime-
lesmesi izler (15).

Abdussalam ve Coslett (1), ecthyma contagiosum virusunu
elektron mikroskopta incelemisler ve boyutlarini 251.8x158.18 nm
olarak bildirmislerdir. Nagington ve Horne (11), yine elektron m.k-
roskopik olgiim sonunda virusun biyiikligiini 263.1 x 157.4 nm
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olarak tesbit etmislerdir. Precausta ve Stellman (13) ise ecthyma
contagiosum virusunun partikiil biyikligini ultrafiltrasyon yon-
temi ile saptamislar ve virusun 220 nm ile 300 nm filtrelerden gegme-
digini, fakat 450 nm filtreden kolaylikla gectigini bildirmislerdir.

Tirkiye’de ecthyma contagiosum enfeksiyonu tzerindeki ilk
caliyma Bogriin ve ark. (2) tarafindan hasta kuzulardan alinan kabuk-
larla as1 hazirlanmasi seklinde gergeklestirilmistir.

Ergin ve Koklii (5), Tiirkiye’de gesitli bolgelerden getirilen kabuk,
papil ve vezikiillerden, primer koyun tiroid hiicre kiiltiirlerine yap-
tiklar1 inokulasyonlar sonunda ecthyma contagiosum virusunu ilk
defa izole etmeyi bagarmislardir. Ayni arastiricilar (5), Pendik ori-
jinli marazi maddenin inokulasyondan sonraki 11. giinde, Bandirma
orijinli marazi maddenin ise 23. giinde primer koyun tiroid hiicre kiil-
tirlerinde sitopatolojik degisiklikler olusturduklarini saptamuslardir.

Bu ¢aliyma, Ankara’min Elmadag ilgesindeki bir siirliye ait yeni
dogan kuzularda, agizda ve deride klinik olarak ecthyma contagi-
osum benzeri lezyonlar meydana getiren ve Sliimlere neden olan bir
enfeksiyonun bildirilmesi lizerine bolgeye gidilerek alinan materyel-
den virus izolasyonu amaciyla yapilmgtir.

Materyal ve Metot

Izolasyon materyali: Ankara iline bagh Elmadag ilgesinde klinik
olarak ecthyma contagiosum belirtileri gosteren bir kuzunun lez-
yonlu gingivas: kanatilarak svap ile alinan materyal ve lezyonun
kabugu 10xantibiyotik (100 1.U. penisilin / ml, 100 mcg streptomisin /
ml ve 0,005 mg kanamisin / ml) kapsayan Earle vasati i¢ine aktarildi.
Laboratuvarda steril bir havan igine alinan 10x antibiyotikli Earle
siispansiyonundaki materyal ve lezyonun kabugu steril kum ilave
edilerek ezildi. Sonra 2500 dev./dak. 30 dakika 4°C’de santrifiij
edildi. Ustteki sivi alinarak sterilite kontrolu yapildi ve kullamhncaya
kadar -80°C’de saklandi.

Hiicre kiultirii: Virus izolasyonunda, izole edilen virusun en-
feksiyozite glicii tesbitinde kullanilan mikrotitrasyon testinde ve
izolatin niikleik asit tipinin tayininde in vitro sistem olarak % 20
inaktif dana serumlu Hanks vasatinda iiretilen primer fétal kuzu
bobrek (FKB) hiicre kiiltiirti kullanildi.
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Virus izolasyonu: Virus izolasyonu amaciyla hazirlanan mater-
yal, agz1 vidah kapali tiiplerde iiretilen 1 giinlik FKB hiicre kiltir-
lerine 0.2 ml. miktarinda ve adsorbsiyona bagli yontemle inokule
edildi. Virus iiretme vasati olarak % 5 fétal dana serumu kapsayan
yanr1 yariya sulandinilmis Eagle MEM*-Earle vasati kullanuldi. Ino-
kulasyon yapilan hiicre kiiltiirleri 4 giin siire ile doku kiiltird mik-
roskobunda sitopatolojik degisiklikler yoniinden kontrol edildi ve
bu siirenin sonunda -80°C’ ye kaldirldi.

Bu kiiltiirler birbirini izleyen siralarla 3 defa dondurma ve ¢6zme
islemine tabi tutulduktan sonra 30 dakika 2500 dev/ dak. 4°C’ de sant-
rifiij edildi ve iist kisim aliarak yeniden -80°C’de donduruldu. ino-
kulasyon materyalinin bu birinci pasajindan sonra FBK hiicre kiil-
tiirlerinde ondordiincii pasaja kadar devam edildi.

Jzole edilen virusun enfeksiyizite giiciiniin tesbiti: FKB hiicre
kiiltiirlerine inokulasyonlar: sonucunda, liglincii pasajda izole edilen
virusun enfeksiyozite gliciinii artirmak amaciyla yapilan 14 adet
pasajdan sekizinci, dokuzuncu ve onddrdiincii pasajlara ait izolat-
larin enfeksiyozite giigleri aym hiicre kiiltirii sisteminde mikrotitras-
yon yontemi (6) ile tesbit edildi. Titrasyon sonuglar1 yedinci giinde
Karber’e (8) gore dederlendirildi.

Izole edilen virusun niikleik asit tipinin tayini: Bu amagla DNA
sentezinin bloke edilmesi prensibinden yararlanildi ve arastirmada
5-iodo-2-deoxyuridine (IUDR)** kullanildi.

Arastirmada kontrol viruslar olarak DNA kapsayan Infectiose
Bovine Rhinotracheitis (IBR-IPV Colorado susu) ve riboniikleik
asit (RNA) kapsayan Ankara virusundan (3) yararlanildi.

Testte Eagle vasati (200 ml Eagle MEM 4- 200 mg IUDR)
kullanildi. izole edilen virus, IBR-IPV virusu ve Ankara virusu
Eagle MEM vasati iginde 107! den 1076 ’ya kadar sulandirildi. Her
virus sulandirmasindan FKB hiicre kiiltiirli iki adet tiipe ekim yapildi.
Bunun igin tiiplerdeki hiicre iiretme vasati1 dokiilerek hiicre ylizeyleri
PBS-M ile yikandi. IUDR kapsayan Eagle MEM vasatindan 0.2 ml.
tiiplere konularak 37°C’lik etiivde bir saatlik inkubasyona alind:.
Sonra tiiplerdeki TUDR - Eagle MEM vasati dokiilerek PBS-M ile
hiicre yiizeyleri yeniden yikand1. Viruslarin log 10 tabanina gére yapilan
sulandirmalarindan, her sulandirma basamag: igin iki adet tiipte haznr-

* Biomerieux, France.
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lanmis hiicreye 0.2 ml. kondu. Etiivde 37°C’de bir saat adsorbsiyona
birakidi. Bu siire sonunda tiiplerdeki virus sulandirmalar: dokiilerek,
hiicre yiizeyleri PBS-M ile yikandi. Son olarak biitiin tiiplere. 2ml.
IUDR kapsayan Eagle MEM vasatindan kondu. Tipler yeniden
37°C’lik etiivde inkiibe edildi.

Testle birlikte IBR-1PV, Ankara ve izole edilen virusun enfek-
siyozite glicleri, virus kontrollart ve hiicre kontrollar1 da paralel
yiiriitiildi.

Izole edilen virusun biiyiikliginiin tesbiti: Bu amagla virus siis-
pansiyonu 220 nm ve 450 nm’lik Sartorius membran filtrelerden sii-
ziildii. Filtrasyon sonunda virusun filtreyi gegip gegmedigi ise siiziilen
siispansiyonun FKB hiicre kiiltiirlerine inokulasyonu ile arastirildi.

Bulgular

Virus izolasyonu: izolasyon materyalinden "hazirlanan inoku-
lumun FBK hiicre kiiltiirline yapilan iigiincii pasajinin, doérdinci
giiniinde hiicre yuvarlaklasmasi ile karakterize bir sitopatolojik de-
gisiklik meydana getiridigi saptandi. Ugiincii FKB pasajinda izole
edilen virusun devam edilen seri pasajlari sonunda ondérdiincii FKB
pasajinda 24 saat iginde tam bir sitopatolojik degisiklik ile karak-
terize lireme gosterdigi tesbit edildi (Sekil 1).

EAS

Sekil 1. Fétal kuzu bobrek hiicre kiiltiirinde izole edilen ecthyma contagiosum virusunun
CPE gortnimii.
a) Hiicre kontrol, b) inokulasyondan 24 saat sonra olusan CPE tablosu.
Figure 1. Cytopathic effect of isolated ecthyma contagiosum virus in foetal lamb kidney
cells.
a) Uninfected control cultures.
b) 24 hours post infection.
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Virusun enfeksiyozite giicii: Izole edilen virusun FKB hiicre
kiiltiirlerinde yapilan sekizinci, dokuzuncu ve ondordiincii pasaj-
larina ait enfeksiyozite giicii sonuglan Tablo 1’de gdsterilmistir.

Tablo 1. izole edilen virusun gesitli pasajlardaki enfeksiyozite guci.

Pasaj sayisi DKIDg/ 0.1 ml
Sekizinci 10-*75/0.1 ml
Dokuzuncu 10-4%/0.1 ml
Ondordiincii 10->2/0.1 ml

Virusun niikleik asit tipi: izole edilen virusun nikleik asit tipi
DNA olarak saptandi. Soyleki, izole edilen virusun IUDR ile mua-
meleden sonra enfeksiyozite giicliniin bloke edildigi, kontrol virus-
lardan IBR / IPV’nin ayni sekilde enfeksiyozitesini kaybettigi, Ankara
virusunun ise herhangi bir enfeksiyozite kaybina ugramadigt goriildi.
Kontrol viruslar ile izole edilen virusun teste paralel olarak saptanan
enfeksiyozite gigleri ise IBR-IPV DKIDs, 10755/0.1 ml, Ankara
virusu DKIDs, 1074 /0.1 ml, ve izole edilen virus DKIDs, 1075.25
/0.1 ml olarak degerlendirildi.

Virusun partikil biiyikligii: izole edilen virus siispansiyonunun
220 nm’lik Sartorius membran filtreden siiziildiikten sonra inokule
edildigi FKB hiicre kiltiirlerinde herhangi bir sitopatolojik degisik-
lik gozlenmedi. Ayni virusun 450 nm’lik filtreden siiziildiikten sonra
yapilan FKB ekiminde ise tipik sitopatolojik degisikliklerin olustugu
goriildi. Sonuca gore virusun partikiil biiyiikliigi 220 nm’den biiyiik,
450 nm’den kiiglik olarak saptandi.

Tartisma ve Sonug

Tiirkiye’de ilk defa Ecthyma contagiosum virusu Ergin ve Koklii
(5) tarafindan gesitli bolgelerden toplanan kabuk, papiil ve vezikiil-
lerden koyun tiroid hiicre kiiltiirlerinde izole edilmistir. Ayni arastiri-
cilar (5), yurdun gesitli bolgelerinden getirdikleri marazi maddeler-
den koyun tirod, kuzu bobrek ve dana bobrek hiicre kiiltiirlerine yap-
tiklar1 inokulasyonlarda virus izolasyonunu yalnmizca koyun tiroid
hiicre kiltiirlerinde gergeklestirdiklerini, fakat bu izolatin daha sonra
kuzu boébrek ve dana bobrek hiicre kiiltiirlerine adapte edilebildigini
bildirmiglerdir. Caligmamiz da, klinik olarak ecthyma contagiosum
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tablosu goésteren kuzularin gingivalarindan saglanan materyalden
FKB hiicre kiiltiirlerine yapilan inokulasyonlar sonunda virus
izolasyonu gergeklestirilmistir. Precausta ve Stellman (13) da, ecthy-
ma contagiosum virusunu primer kuzu bobrek hiicre kiiltiiriinde
izole ettiklerini bildirmislerdir.

Ergin ve Kokli (5), Pendik orijinli marazi maddenin koyun
hiicre kiiltiiriine inokulasyonundan 11 giin, Bandirma orijinli marazi
maddenin inokulasyonun da ise 23 giin sonra ecthyma contagiosum
virusuna has karakteristik sitopatolojik degisiklik goriildiigiini kay-
detmisler ve izolasyonlarda 15-28 giinde iireme gdsteren viruslarin
ilk pasajlarinda 6-7 giinde, onuncu pasajdan sonra 2-3 giinde %,
75 sitopatolojik degisiklik meydana getirdigini belirtmislerdir. Biz
ise arastirmamizda izolasyon materyalinin FKB hiicre kiiltliriindeki
iigiincii pasajinda dordiincii giinde sitopatolojik degisiklik meydana
getirdigini tesbit ettik. Ondordiicii pasajda ise virusun FKB hiicre kiil-
tiirlinde 24 saatte tam bir sitopatolojik degisiklik olusturarak iire-
digini saptadik. Bu sonuglar da ecthyma contagiosum virusu izolas-
yonu ¢ahgmalarinda koyun tiroid hiicre kiiltiiri yerine FKB hiicre
kiltiiri kullanilmasinin daha uygun oldugunu gostermektedir.

Precausta ve Stellman (13), izole ettikleri 5 adet ecthyma con-
tagiosum virusu susunun enfeksiydzite giiglerini primer kuzu bdbrek
hiicre kiiltiriinde DKIDs, 10755- 10765 /0.1 ml olarak tesbit
etmislerdir. Ergin ve Kokli (5), izole ettikleri ecthyma contagiosum
virusunun pasaj sayisina bagh olarak enfeksiyozite giiciinde de yiik-
selme goriildiigiini bildirmisler ve virusun son pasajlarinin koyun
tiroid hiicre kiiltiirlerinde yapilan enfeksiyozite giicii olgiimlerinde
titreleri DKIDs, 10744-10752 /0.1 ml olarak belirtmislerdir. Biz
de izole ettigimiz virusun enfeksiyozite giliglerini pasaj sayilarina
bagli olarak logaritmik artan degerler olarak saptadik.

Abdussalam ve Coslett (1) ile Nagington ve Horne (11), ecthyma
contagiosum virusu partikiliiniin biiyikligiinii elektron mikros-
kobik OSlgimde yaklasik 260 nm olarak bildirmislerdir. Precausta
ve Stellman (13) ise ultrafiltrasyonla yaptiklar1 Slglimlerde virusun
220-300 nm den biiyiik, 450 nm’den kiigiik oldugunu bildirmislerdir.
Biz de ultrafiltrasyon yontemi ile yaptigimiz Olglimlerde arastirici-
cilarin (1,11,13) bildirdikleri degerleri saptadik.

Sonug olarak ecthyma contagiosum semptomlar1 gosteren bir
kuzunun gingivasindan saglanan materyalden, FKB hiicre kiiltiirle-
rine yapilan ekimler sonunda izole edilen virus, niikleik asit tipinin
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DNA olmasi, partikiil biiyiikligiiniin ecthyma contagiosum virusu
icin diger arastiricilar (1,11,13) tarafindan saptanan degerlere es deger
bulunmasi, FKB hiicre kiiltiirinde ecthyma contagiosum virusuna 6zgi
sitopatolojik degisiklikler olusturmas: yaninda klinik tablonun da
bu bulgulara eklenmesi sonucu ecthyma contagiosum virusu olarak
degerlendirilmistir.

Izole edilen ecthyma contagiosum virusunun fiziksel, kimyasal
ve diger serolojik Ozellikleri tizerinde ¢alismalar devam etmektedir.
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