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ECTHYMA CONTAGIOSUM VIRUSUNUN (ELMADAG) SUSU) FIZIKSEL VE
KIMYASAL OZELLIKLERI JLE ELEKTRONMIKROSKOPisI UZERINDE ARA§-
TIRMALAR

Ibrahim Burgu* Asuman Toker**

Studies on the physicochemical characteristics and electronmicroscopic investi-
gation of Elmadag strain of Ecthyma contagiosum virus

Summary: Physicochemical characteristics and electronmicroscopic exa-
mination of Elmadag strain of Ecthyma contagiosum virus that was tsolated
from fetal lamb kidney cell culture were investigated. The virus was also grown
in fetal calf kidney cell culture as well as fetal lamb kidney cell culture. But
it was not grown on MDBK, BHK-21, HeLa, Vero and MA-104 cell cultures.
The infectivity titer of the virus did not show any change at 50 °C but dissap-
peared completely at 60 °C.

The infectivity titer of the virus decreased at pH 3.0-4.0, but was stabil
at pH 6.0-7.0 and 8.0.

The virus did not show and infectivity after treating with aether and chlo-
roform. After treatement with tyypsin, the infectivity of virus was decreased about
100:25/0.1 ml.

The type of virus was detected as type 1[a by electronmicroscopical exa-
mination.

Ozet: Klinik olarak Ecthyma contagiosum semptomlare gosteren bir
kuzunun gingivasindan fotal kuzu bibrek hiicre kiltiriinde 1zole edilen Ecthyma
contagiousm virusunun (Elmadag susu) fiziksel ve kimyasal izellikleri ile
elektronmikroskopisi incelends. Izole edilen virus homolog hiicre Kiiltiri yamnda
fotal dana bibrek hiicre kiiltiiriinde de iiredigi halde MDBK, BHK-21, HeLa,
Vero ve MA-104 hiicre kiiltiirlerinde iiremedi. Ist duyarlilik testi sonunda virus,
50 °C de enfeksiyizitesini korumasima karsilik, 60 °C de enfeksiyozitesini
tamamen kaybettr.

* Prof, Dr., A.U. Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Bilim Dali, Ankara.
** Yrd. Dog. Dr., A.U. Veteriner Fakiiltesi, Viroloji Bilim Dali, Ankara.
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Virus pH 3.0 ve 4.0 degerlerinde enfeksiyozitesini kaybetmesine karsin,
PH 6.0 - 7.0 vc 8.0 degerlerinde engfeksiyizite giiciinti korudu.

Lter ve kloroformdan etkilendi. Tripsinle muamelede ise 100.25 [0.1 mi
dederinde enfeksiyizite giic kaybina ugrads.

Elektronmikroskopik kontrolda virusun tip 1 a gortiniimiinde oldugu sap-
tand.

>

Giris

Plowright ve ark. (14), ccthyma contagiosum (orf) virusunun
koyun ve sigirlarin bobrek ve testis primer hiicre kiiltiirlerinde Ureye-
bildigini bildirmislerdir. Liess (9), insan ve koyun orijinli ecthyma
contagiosum viruslarini dana testis hiicre kiiltiirlerindé izole cttigini
ve bu kiltirlerde seri pasajlarinin yapilabildigini belirtmigtir. Pre-
causta ve Stellman (15), kuzu bébrek primer hiicre kiiltiirlerinde ccthy-
ma contagiosum virusunu izole ve idantifiyc ctiiklerini bildirmig-
lerdir. Nagington ve Whittle (12), ccthyma contagiosum virusunun
insan amnion primer hiicre kiiltiirlerinde ve maymun bobrek hiicre
killtiirtinde ireyebildigini, buna kargihik insan orijinli HeLa hiicre
kiiltiiriinde tiremedigini belirtmiglerdir. Nagington (11) isc koyundan
izole cdilen ecthyma contagiosum virusunun baslangigta yalnizca
koyun orijinli hiicre kiiltiirlerinde iireyebildigini bildirmistir.

Tirkiye’de ccthyma contagiosum virusunun ilk izolasyonu Ergin
ve Kokli (5) tarafindan koyun troid hiicre kiiltiirlerinde gergekles-
urilmigtir. Ayni aragtinailar (5), izole cttikleri virusu kuzu ve dana
bobrek hiicre kiiltiirlerine de adapte ctmiglerdir.

Burgu ve Toker (4), kuzu orijinli ecthyma contagiosum virusunu
fotal kuzu boébrek (FKB) hiicre kiltiirlerinde izole cttiklerini bildir-
miglerdir.

Berkin ve ark. (2) ise doku kiiltiirlerinde virus izolasyonu yapil-
maksizin, klinik olarak ccthyma contagiosum tamh koyunlardan elde
cttikleri materyallerden yaptklar deneysel transmisyon gahgmalarinda
bagarili sonug aldiklarini  bildirmiglerdir.

Ecthyma contagiosum virusu 1siya kargt oldukga dayamklidir
(16). Precausta ve Stellman (13), izole ve idantifiye cttikleri ccthyma
contagiosum virusunun 50 °C’de 30 dakika siireyle stabil oldugunu
bildirmislerdir. Robinson ve Balassu (16), Sawhney, Buxton ve Fra-
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ser’in bulgularina dayanarak virusun 60 °C de 30 dakikada enfcksi-
yozitesini tamamen kaybettigini, 55 °C de 30 dakika sonra cnfcksi-
yozite giiciinde kayiplar oldugunu belirtmiglerdir.

Ecthyma contagiosum virusunun pH duyarliligi tzerinde sinirh
sayida aragtinict gahgmigtir. Bu aragtinalardan Precausta ve Stellman
(15), virusun pH 3 degerinde ¢ok duyarl oldugunu ve enfeksiyozite
voniinden oldukga fazla ctkilendigini bildirmislerdir.

Precausta ve Stellman (153), ecthyma contagiosum virus suglarinin
oda derccesinde 30 dakika siire ile yag criticilerinden cterle kargilag-
tirlldiklarinda enfeksiyézite giiglerinde 101.5-102.5 azalma mcydana
geldigini, aym virus suglarinin ayn siire ve 1s1 derecesinde klorofomla
kargilagtinldiklarinda isc enfeksiyozite giiglerinin 104 oraninda aza-
labildigini belirtmiglerdir.

Rolle ve Mayer (17), ccthyma ConiagiOSLlln virusunun tripsin
enzimi ile karglagtinldiginda yapisinin bozuldugunu bildirmiglerdir.

Ecthyma contagiosum virusunun elektron mikroskopisi lizerinde
cesitli aragtincilar ¢ahgsmglardir (7, 13). Nagington ve Horne (13),
clektron mikroskopta ccthyma contagiosum virusunun iki ayri form
da goriilebildigini, bu formlardan tip 1 a olarak isimlendirdikleri for-
mun ¢n ¢ok rastlanan form oldugunu diger tip I b, tip 2 a ve tip 2b’-
nin isc daha az gorildiigiinti ve gerek ig striiktiir, gerekse dig goriiniim
olarak tip 1 a’dan biiyiik farklar gésterdiklerini belirtmiglerdir. Ayni
aragtiricilar (13), virusun clektron mikroskopta goriiniimii ile konaka
arasinda iligki olmadigim, iki insan ve koyun orijinli ecthyma conta-
giosum viruslarinin clektron mikroskopta aym partikiil yapisini gos-
terdiklerini bildirmislerdir. '

Bu aragtirma, Burgu ve Toker (4) tarafindan klinik olarak ccthy-
ma contagiosum semptomlari gésteren bir kuzunun gingivasindaki
lezyonlardan izole ve idantifiye edilen ecthyma contagiosum (Elma-.
dag) virus susunun fiziko-kimyasal 6zcllikleri ile elektron mikroskopik
yapisim aragtirmak amaciyla yapilmisur.

Materyal ve Metot

Virus: Aragtirmada kullamlan virus, FKB hicre kiltird 17.
pasajdan elde edilmigtir (DKIDsy: 106/0.1 ml).

Hiicre kiiltiirii: Virus susunun fiziko-kimyasal 6zelliklerinin aras-
tirilmas ve elektron mikroskopik kontrol amaciyla virusun iiretilmesi
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igin % 20 inaktif dana serumlu Hanks vasatinda iirctilen FKB hiicre
kiiltiirleri kullamlnustir. Virus sugunun farkh hiicre kiiltiirlerinde iire-
tilme denemeclerinde ise fotal dana bobrek (FDB), Vero, HelLa,
BHK-21, ve MA-104 hiicre kiiltiirlerinden yararlamilmistir. Hiicre
Uretme vasati olarak FDB hiicre kiiltiirii icin 9} 20 inaktif dana se-
rumlu Hanks vasati, diger hiicre kiiltiirleri igin isc % 10 inaktif dana
serumlu Eagle MEM vasatu kullamlmistir.

Virus inokulasyonu: Izole edilen ecthyma contagiosum virusu-
nun farkh hiicre kiiltiirlerinde iirctilme dencmeleri adsorbsiyona bagh
yontemle gergeklestirilmigtir. Her hiicre sisteminde 8 pasaj yapilmis-
tir. Virus iiretme vasati olarak yan yariya kangturlmig 9% 5 fotal
dana serumlu Earle 4 Eagle MEM vasati kullanilmistir.

Fiziko-kimyasal rcaksiyonlar: Izole cdilen virusun 1st duyarhhk
ile eter ve kloroform duyarlilik testleri Akashi ve ark. (1)’nin; pH ve
tripsin duyarhlik testleri de Burgu (3) nun bildirdigi yontemlerle ya-
pimustir. Is1, pH, cter, kloroform ve tripsin duyarhhk testlerinin sap-
tanmasina esas tegkil eden enfeksiyézite giig kontrollart igin mikro-
titrasyon (6), enfeksiyozite gilig degerlendirmesi igin isc Kaerber (8)
yonteminden yararlamlmugtir,

Izole edilen virusun elektron mikroskopik kontrolu amaciyla
virus FKB hiicre kiiltiiriinde tiretildikten sonra, hiicreler 2000 devirde
10 dakika santrifiij cdilerck ¢oktiiriilmiigtiir. Dipte olusan hiicre sedi-
menti clektron mikroskopik kontrol amaciyla bir damla distile su ile
sulandinlarak Poly-L-Lysine ile kaplanmg karbonlu gridler iizerine
damlatilmigtir. Gridler daha sonra fosfotungustik asit ile boyanarak
E.M. 9 Zciss clekron mikroskopta kontrol edilmigtir (10).

Bulgular

Ecthyma contagiosum (Elmadag) virus susunun gesitli hiicre
kiiltiirlerinde yapilan inokulasyon denemeleri sonunda yalnizca FKB
ve FDB hiicre kiiltiirlerinde sitopatolojik effekt olugturdugu teshit
edilmigtir.

Isi duyarlilik testinde virus 50 °C de 1 saat bekletildiginde kont-
rol virusa oranla (DKIDsy: 106/0.1 ml) herhangibir enfeksiyozite
kayb: saptanamamis (DKIDg,: 106/0.1 ml), buna karsihk 60 °C’de
ise bir saatlik siirc sonunda enfeksiyézite giiciiniin tamamen kaybol-
dugu tesbit edilmistir.
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pH duyarlilik testinde virusun pH 3.0 ve pH 4.0 de enfcksiyézite
giicliniin bulunmadig1; pH 6.0, pH 7.0, pH 8.0’de ise enfeksiyozite
gliciinde kontrol virusa oranla herhangibir azalma olmadigi saptan-
migtir.

Eter ve kloroform duyarhlik testi sonucunda virusun klorofomla
karsilagtinldifinda enfcksiyozite giiclini tamamen kaybettigi, eterle
karsilagtinldiginda ise enfcksiyézite giiciinde kontrol virusa oranla
(DKIDs,: 106/0.1 ml) biiyiik ol¢iide azalma oldugu (DKIDs,: 102/0.1
ml) gozlenmistir.

Tripsin duyarhilik testi sonunda ise virusun cnfeksiyozite giiclinde
kontrol virusa oranla 10025 de§erinde¢ bir azalmanmin oldugu tesbit
cdilmigtir.

Elektron mikroskopik kontrolda virusun tip 1 a gériiniimiinde
oldugu saptanmig ve i¢ yapist belirgin sekilde gozlenmigtir (Sekil 1).

Sekil 1. Ecthyma contagiosum virusu (Elmadag susu). Elektronmikroskopik goriinim.
x 84 000.

Figure 1. Ecthyma contagiosum virus (Elmadag strain). Electronmicroscopical appearan-
ce. x 84 000.
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Tartisma ve Sonuc

Ecthyma contagiosum virusu iireme yoniinden genig bir hiicre
spektrumuna sahip olup, koyun (5, 14), sigir (9, 14), maymun (12),
insan amnion primer hiicre kiltiri (12) gibi hiiere kiiltiirlerinde iire-
tilmistir. Bu ¢aligma da izole edilen virus FKB ve FDB hiicre kiiltiir-
lerinde tretilmis buna karsihk MDBK, BHK-21, HcLa vc maymun
hiicre kiltirlerinden Vero ve MA-104de irctilememigtir,

Nagington {I1), koyunlardan izole edilen ecthyma contagiosum
virusunun baglangigta sadece koyun hiicre kiltirlerinde  Gredigini,
devamli pasajlar ile heterolog hiiere kiltivlerinde de dircychildigini
belirtmigtir. Ergin ve Kokl (5) ise koyun troid hiicre kiiltiirlerinde
izole cttikleri ecthyma contagiosum virusunu, daha sonra troid kiltir-
lerinde pasajlamak surctivle dana hobrek hiicre kiilttirlerinede adap-
te ettiklerini bildirmiglerdir.

Bu cahgmada da bir kuzunun gingivasindan FKB hiicre kiiltiir-
lerinde izole edilen virus, devamli pasajlara gercksinim gostermeksizin
FDB hiicre kiltiriinde 1k inokulasyonda, FKB hiicre kiiltitriindeki
titreyle tireme gostermiglir.

Precausta ve Stellman (15), izole cttikleri ecthyma contagiosum
virusunun 5 farkll sugunun 50 °C’de 30 dakika sircyle 151 duyarhhk
testi uygulanmaa sonunda enfeksiyézite giglerinin degigmedigini bil-
dirmiglerdir. Robinson ve Balassu (16), Sawhney, Puxton ve Fraser’e
atfen ecthyma contagiosum virusunun 60 °C’de 30 dakika da cnfck-
sivozite giicini tamamen kavbetugini, 55 °C’de isc 30 dakika sonra
enfeksiyozite gliciinde kayiplar oldugunu belirtmiglerdir. Bu ¢ahymada
ise izole edilen ecthyma contagiosum (Elmadag) virus susunun s
duyarhhk testi sonucunda Precausta ve Stellman (15)’in bildirdikleri,
50 °C’hik mida 1 saat tutuldugunda dahi inaktive olmadify, buna
kargiik Robinson ve Balassu {16)’nun Sawhney, Buxton ve Fraser’e
atfen bildirdikleri gibi 60 “C’de 1se cnfeksiydzite glicinii tamamen
kaybettigi saptanmgtir.

pH duyarhilik testi sonuglarina gére izole cdilen ccthyma con-
tagiosum . (Elmadag) virus sugunun Precausta. ve Stellman (15)’in
bildirdigi pH 3 degerinde enfeksiyézite glictini kaybetmesi yaninda,
pH #4’de de enfeksiyozitesinin tamamen kayboldugu, pH 6, pH 7 ve
pH 8 dcgerlerinde ise enfeksiyézite giiciinde kontrol virusa oranla
herhangibir degiyme olmadig tesbit edilmigtir,
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Yag eriticilerinden cter ve kloroforma kargt duyarhlik aragtirmas:
sonucunda virusun Precausta ve Stellman (15)’in bildirdigi gibi etere,
kloroforma oranla daha az duyarlh oldugu goriilmiistiir.

Rolle ve Mayer (17), tripsin enzimi ile ecthyma contagiosum vi-
rusunun kargilastinldiginda pargalandigimi ve enfeksiyozite gliclinii
kaybettigini bildirmiglerdir. Yapilan bu ¢aliymada ise Rolle ve Mayer
(17)’in bildirdiklerinin aksine virusun enfcksiyézite giiciiniin devam
cttigi, meydana gelen cnfcksiybzite giig kaybinin kontrol virusa oranla
100.25/0.1 ml degeri gibi 6nemsiz bir gii¢ kayb: oldugu tesbit edil-
migtir.

Elektron mikroskoptaki kontrol sonunda kuzudan izole edilen
bu virusun tip 1/a yapisinda oldugu, Giineg ve ark. (7)’nin insandan
izole ederek elektron mikroskopik olarak tipini tesbit ettikleri ccthyma
contagiosum virusu ile ayni morfolojik yapiy1 gosterdigi saptanmustir.
Bu durum Nagington ve Horne (13)’nun da iki insan ve bir koyun
orijinli ecthyma contagiosum virus suglart arasinda saptadiklar1 mor-
folojik ayrihigin bulunmadig: goriigii ile de uyum gostermektedir.

Sonug olarak ecthyma contagiosum klinik semptomlan gosteren
bir kuzunun dig etinden izole edilen ecthyma contagiosum (Elmadag)
virus sugsunun bazi arastiricilarin (11), bildirdiginin aksine heterolog
hiicre kiiltiirlerinde tretilmesinde seri pasajlara gereksinim gosterme-
digi fiziko-kimyasal ozcllikleri daha énce gesitli aragtincilar (15)
tarafindan aragtirilan ccthyma contagiosum viruslar ile kargilagtiril-
diginda 151 duyarlibk yéniinden virusun daha stabil oldugu, ayrica
tripsine duyarh oldugu bildirilen ecthyma contagiosum virusunun bu
galiymada duyarlibk gostermedigi saptanmuigtir.

Diger taraftan ise bu ¢aligma, Tirkiye’de hiicre kiiltiirlerinde
iiretilen viruslarin elektron mikroskopik kontrollar1 yoniinden yeni
bir metot uygulanmasina imkan saglamig ve Giines ve ark. (7)’ndan
sonra hayvansal kokenli ccthyma contagiosum virusunun Tiirkiye’de
ilk elektronmikroskopik ¢aligmasini ortaya koymugtur.
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